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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 
 
Οι απαδενυλάςεσ είναι εξωριβονουκλεάςεσ που εμπλζκονται ςτθ διαδικαςία 
αποικοδόμθςθσ των mRNAs προάγοντασ τθν απαδενυλίωςι τουσ, και κεωροφνται 
μείηονεσ ρυκμιςτζσ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ. Θ πολυ(Α) ουρά και θ πρωτεΐνθ ΢ΑΒ΢ 
που προςδζνεται ςε αυτι, είναι κρίςιμοι παράγοντεσ ςτθ ρφκμιςθ τθσ 
ςτακερότθτασ των mRNAs, κακϊσ ςυμβάλλουν ςτθν προςταςία των mRNAs από 
ποικίλεσ ριβονουκλεάςεσ. Ζτςι, θ αφαίρεςθ τθσ πολυ(Α) ουράσ με απαδενυλίωςθ 
αποτελεί κακοριςτικό βιμα για τθν αποτελεςματικότθτα τθσ αποικοδόμθςθσ του 
mRNA. Θ απορρφκμιςθ τθσ αποικοδόμθςθσ των mRNAs μπορεί να οδθγιςει ςε 
αυξθμζνθ ςφνκεςθ προϊόντων ογκογονιδίων ι/και μείωςθ των ογκοκαταςταλτικϊν 
πρωτεϊνϊν, γεγονότα που οδθγοφν ςτθν ανάπτυξθ του καρκίνου. Ρρόςφατεσ 
μελζτεσ ενιςχφουν τον πικανό ρόλο των απαδενυλαςϊν ςτθν ανάπτυξθ καρκίνου 
και τθν εμπλοκι τουσ ςτθν εκδιλωςθ οξείασ λευχαιμίασ. Επιπλζον, μεταβολζσ τθσ 
ζκφραςθσ των απαδενυλαςϊν, επθρεάηουν το μικοσ τθσ πολυ(Α) ουράσ και κατ’ 
επζκταςθ τα επίπεδα ζκφραςθσ ενόσ mRNA κακϊσ και τθ ςτακερότθτά του. Στθν 
παροφςα εργαςία, με τθ χριςθ short-hairpin RNAs (shRNAs) ζγινε αποςιϊπθςθ των 
απαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, CNOT6-LIKE, CNOT7, και CNOT8 ςε ανκρϊπινθ 
κυτταρικι ςειρά από καρκίνωμα εκ πλακωδϊν κυττάρων του πνεφμονα (NCI-H520). 
Ο ζλεγχοσ για τθν επιτυχία τθσ αποςιϊπθςθσ ζγινε με ποςοτικι Real Time PCR, 
όπου εξετάςτθκαν τα επίπεδα ζκφραςθσ των απαδενυλαςϊν ςε κφτταρα που 
διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα, ο οποίοσ ζφερε αλλθλουχία που 
κωδικοποιεί shRNAs ζναντι των ςυγκεκριμζνων απαδενυλαςϊν, και ςε κφτταρα 
διαμολυςμζνα με πλαςμιδιακό φορζα που ζφερε μια εξειδικευμζνθ αλλθλουχία 
shRNA, θ οποία δεν ζχει ομολογία προσ κανζνα γνωςτό γονίδιο των κθλαςτικϊν 
(mock shRNA, MSH). Ακολοφκθςε μελζτθ τθσ κατάςταςθσ πολυαδενυλίωςθσ 
επιλεγμζνων mRNAs που ςχετίηονται με τον καρκίνο και πικανόν ελζγχονται ειδικά 
από ςυγκεκριμζνεσ απαδενυλάςεσ. Ζτςι, επιχειριςαμε να εντοπίςουμε μεταβολζσ 
ςτα μικθ των πολυ(Α) ουρϊν των επιλεγμζνων mRNAs πραγματοποιϊντασ LM-PAT 
δοκιμαςίεσ. Αυτζσ οι δοκιμαςίεσ, αποκάλυψαν ότι το μικοσ τθσ πολυ(Α) ουράσ των 
επιλεγμζνων mRNAs που εξετάςαμε πράγματι εμφάνιςαν διαφορζσ μεταξφ MSH και 
knockdown κυττάρων, όπωσ είχε προβλεφκεί από προθγοφμενεσ αναλφςεισ 
μικροςυςτοιχιϊν. Συλλογικά, τα αποτελζςματά μασ ενιςχφουν τισ παρατθριςεισ μασ 
ςχετικά με τθν αποςαφινιςθ του ρόλου των απαδενυαλαςϊν ςτθ ςτακερότθτα των 
mRNAs και τον εντοπιςμό πικανϊν mRNAs ςτόχων αυτϊν των απαδενυλαςϊν. 
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ABSTRACT 
 
Deadenylases are exoribonucleases involved in mRNA degradation by promoting 
deadenylation and are considered major regulators of gene expression. Poly(A) tail 
and ΢ΑΒ΢ proteins that bind to the poly(A) tail are critical factors in regulating mRNA 
stability, as they protect mRNA from various ribonucleases. Thus, removal of the 
poly(A) tail via deadenylation is a key step for the efficiency of mRNA degradation. 
Deregulation of mRNA degradation can lead to increased synthesis of oncogene 
products and/or reduction of tumor suppressor proteins, which lead to cancer 
development. Recent studies enhance the potential role of deadenylases in cancers 
and their involvement in acute leukemia. Furthermore, changes in deadenylase 
expression may affect the length of the poly (A) tail and thus the expression of mRNA 
levels and mRNA stability. In this work, NCI-H520 cells (human cell line of squamous 
cell carcinoma) were transfected with plasmid DNA containing short-hairpin RNAs 
(shRNAs) sequences targeting PARN, CNOT6, CNOT6-like, CNOT7, and CNOT8 
deadenylases. The efficiency of the process ofsilencing was verified with quantitative 
RealTime PCR. Herein we examined the deadenylases mRNA levels in cells 
transfected with shRNAs, as well as in cells transduced with non-target shRNA vector 
served as control (mocksh RNA, MSH). Subsequently, we examined the 
polyadenylation status of selected cancer-related mRNAs, which possibly are 
specifically controlled by some deadenylases. The poly(A) tail lengths of chosen 
transcripts were directly measured using the ligation-mediated poly(A) tail length 
(LM-PAT) assay. These assays revealed that the poly(A) tail length of the chosen 
mRNAs we tested indeed exhibited changes between MSH and knockdown cells, as 
predicted from microarray analyses. Collectively, our results extend our observations 
onclarifying the role of specific deadenylases in mRNA stability, and identifying 
potential target mRNAs of these deadenylases. 
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1. ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 
 
1.1 Σο ριβονουκλεΰκό οξύ (RNA) 
 
Το ριβονουκλεϊκό οξφ, ι αλλιϊσ RNA, είναι ζνα πολυμερζσ 
μακρομόριοηωτικισ ςθμαςίασ με ςθμαντικό ρόλοςτθν κωδικοποίθςθ, τθ ρφκμιςθ 
και τθν ζκφραςθ των γονιδίων. 
Οι τρεισ κφριεσ τάξεισ RNA είναι το αγγελιοφόρο (mRNA), το μεταφορικό 
(tRNA) και το ριβοςωμικό (rRNA). 
 Το mRNA είναι ζνα ενδιάμεςο μόριο το οποίο φζρει το αντίγραφο μιασ 
αλλθλουχίασ DNA που αντιςτοιχεί ςε πρωτεΐνθ. 
 Τα tRNA είναι μικρά RNA τα οποία προμθκεφουν τα αμινοξζα που αντιςτοιχοφν 
ςε κάκε ςυγκεκριμζνο κωδικόνιο του mRNA. 
 Τα rRNA είναι ςυςτατικά του ριβοςϊματοσ, ενόσ μεγάλου 
ριβονουκλεοπρωτεινικοφ ςυμπλόκου που περιζχει πολλζσ πρωτεΐνεσ κακϊσ και 
ςυςτατικά RNA και το οποίο ςτθν πράξθ παρζχει το μθχανιςμό για τον 
πολυμεριςμό των αμινοξζων ςε μια πολυπεπτιδικι αλυςίδα. 
 
1.2 Σο mRNA παράγεται με μεταγραφή 
 
Το mRNA ςυντίκεται από το δεοξυριβονουκλεϊκό οξφ (DNA)μζςω τθσ 
διαδικαςίασ τθσμεταγραφισ, θ οποία παράγει ζνα μονόκλωνο μόριο RNA όμοιο 
ςτθν αλλθλουχία με μία από τισ αλυςίδεσ του δίκλωνου DNA.Θ μεταγραφι 
λαμβάνει χϊρα ςτον πυρινα. Θ γζνεςθ του mRNA είναι ζνα ςτάδιο από τα πολλά 
που υπάρχουν για τον ζλεγχο τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ. 
  
 
1.3 Ψρίμανςη του mRNA 
 
Το πρϊιμο ευκαρυωτικό mRNA (pre-mRNA) που ςυντίκεται υπόκειται ςε μια 
διαδικαςία ωρίμανςθσ θ οποία δίνει το τελικό ϊριμο mRNA.Θ ωρίμανςθ 
περιλαμβάνει τθν προςκικθ του καλφμματοσ ςτο 5’ άκρο (capping), τθν προςκικθ 
τθσ πολυ(Α) ουράσ ςτο 3’ άκρο (polyadenylation) και το μάτιςμα (splicing) για τθν 
απομάκρυνςθ των ιντρονίων και τθ ςυρραφι των εξωνίων (Εικόνα 1).Μόνο μετά 
τθν ολοκλιρωςθ όλων των τροποποιιςεων και τθσ επεξεργαςίασ μπορεί το mRNA 
να εξαχκεί από τον πυρινα ςτο κυτταρόπλαςμα. Κατά μζςο όρο, το mRNA 
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κακυςτερεί περίπου 20 λεπτά για να εξζλκει από τον πυρινα. Μόλισ το mRNA 
ειςζλκει ςτο κυτταρόπλαςμα, αναγνωρίηεται από τα ριβοςϊματα και μεταφράηεται. 
 
 
 
Εικόνα 1: Στάδια ωρίμανςθσ ευκαρυωτικοφ mRNA 
 
 
1.4 Σο 5' άκρο του ευκαρυωτικού mRNA φέρει καλύπτρα 
 
Θ 5' καλφπτρα ςχθματίηεται με τθν προςκικθ μιασ τριφωςφορικισ 
γουανοςίνθσ (GTP) ςτθν πρϊτθ βάςθ του μεταγράφου μζςω ενόσ 5'-5' δεςμοφ, που 
είναι ζνα τριφωςφορικό νουκλεοςίδιο (ςυνικωσ μια πουρίνθ, Α ι G). Θ αρχικι 
αλλθλουχία του μεταγράφου μπορεί να αναπαραςτακεί ωσ: 
 
5'ppp
Α
/GpNpNpNp... 
 
Θ προςκικθ τθσ G ςτο 5’ άκρο καταλφεται από ζνα πυρθνικό ζνηυμο, τθ 
γουανυλυλο-τρανςφεράςθ. Θ αντίδραςθ αυτι ςυμβαίνει τόςο γριγορα μετά τθν 
ζναρξθ τθσ μεταγραφισ, που δεν είναι δυνατόν να ανιχνευκοφν παρά μόνο ίχνθ του 
αρχικοφ 5' τριφωςφορικοφ άκρου ςτο πυρθνικό RNA. Θ ςυνολικι αντίδραςθ μπορεί 
να αναπαραςτακεί ωσ μία ςυμπφκνωςθ μεταξφ του GTP και του αρχικοφ 5' 
τριφωςφορικοφ άκρου του RNA όπωσ φαίνεται ςτο ακόλουκο ςχιμα: 
 
Gppp + pppΑpΝpΝp... —>GpppApNpNp...+pp+p 
 
Το νζο κατάλοιπο G, που προςτίκεται ςτο άκρο του RNA, ζχει αντίςτροφο 
προςανατολιςμό (5’-5’) από όλα τα άλλα νουκλεοτίδια τθσ αλλθλουχίασ.Θ  
καλφπτρα αποτελεί υπόςτρωμα για αρκετζσ αντιδράςεισ μεκυλίωςθσ. Οι τφποι των 
καλυμμάτων διακρίνονται από το πλικοσ των μεκυλιϊςεων που φζρουν. Θ πρϊτθ 
μεκυλίωςθ γίνεται ςε όλουσ τουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ και αποτελείται από 
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τθν προςκικθ μιασ μεκυλομάδασ ςτθ κζςθ Ν7 τθσ ακραίασ γουανίνθσ, μια 
αντίδραςθ που καταλφεται από τθν 7-μεκυλο-τρανςφεράςθ τθσ γουανίνθσ. 
Μιακαλφπτρα που ζχει μόνο αυτι τθ μεκυλομάδα ονομάηεται καλφπτρα 0 (cap 0). 
Θ παρουςία τθσ καλφπτρασ είναι κρίςιμθ για τθν αναγνϊριςθ από το 
ριβόςωμα και τθν προςταςία από ριβονουκλεάςεσ (Lewin Β, GENES VIII). 
 
 
1.5 Σο 3’ άκρο πολυαδενυλιώνεται 
 
Αφοφ ολοκλθρωκεί θ μεταγραφι, το πρόδρομο mRNA λαμβάνει ςτο 3’-ΟΘ 
άκρο του μια αλλθλουχία που αποτελείται από περίπου 250 νουκλεοτίδια 
αδενοςίνθσ, γνωςτι ωσ πολυ(Α) ουρά. Θ διαδικαςία αυτι, γνωςτι ωσ 
πολυαδενυλίωςθ, πραγματοποιείται ςτον πυρινα με τθ δράςθ του ενηφμου 
πολυ(Α)-πολυμεράςθ. 
Θ πολυ(Α) ουρά εμποδίηει τισ 3’->5’ εξωνουκλεάςεσ να διαςπάςουν το 3’ 
άκρο. Επίςθσ, ςυμμετζχει ςε διεργαςίεσ όπωσ θ ζξοδοσ του mRNA ςτο 
κυτταρόπλαςμα και από αυτι ξεκινά και το κφριο μονοπάτι αποικοδόμθςθσ του 
mRNA. Θ πολυαδενυλίωςθ μπορεί να επθρεάςει τόςο τθ ςτακερότθτα του 
μθνφματοσ όςο και τθν ζναρξθ τθσ μετάφραςθσ. Σε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ, μπορεί 
να ενιςχφςει τθ μετάφραςθ των mRNA που ιδθ μεταφράηονται ςε χαμθλό επίπεδο, 
ι να ενεργοποιιςει τθ μετάφραςθ ενόσ βωβοφ mRNA(Gorgoni and Gray, 2004).Στισ 
διαδικαςίεσ αυτζσ θ πολυ(Α) ουρά ςυμμετζχει κυρίωσ μζςω των πρωτεϊνικϊν 
παραγόντων που προςδζνονται ςε αυτι, και κυρίωσ τθν πολυ(Α) προςδεόμενθ 
πρωτεΐνθ *poly(A)-binding protein, ΢ΑΒ΢+. Ζνα μονομερζσ PABP των 70 kDa 
ςυνδζεται ςε περίπου 24 βάςεισ τθσ πολυ(Α) ουράσ. Ο βαςικότεροσ ρόλοσ τθσ 
πρωτεΐνθσ αυτισ είναι αφενόσ να προςτατεφει τθν ίδια τθν ουρά από 
αποικοδόμθςθ και αφετζρου να αλλθλεπιδρά με άλλουσ πρωτεϊνικοφσ παράγοντεσ 
ρυκμίηοντασ ζτςι τθν βιωςιμότθτα του mRNA. (Mitchell et al., 2001; Gorgoni and 
Gray, 2004). 
Σχεδόν όλα τα κυτταρικά mRNAs περιζχουν πολυ(Α) ουρά. Μια ςθμαντικι 
εξαίρεςθ είναι τα mRNAs που κωδικοποιοφν τισ ιςτόνεσ, ωςτόςο θ ςθμαςία τθσ 
απουςίασ τθσ πολυ(Α)  αυτισ τθσ περίπτωςθσ δεν είναι κατανοθτι. 
 
1.6 ΢ταθερότητα του mRNA 
 
Ο κφκλοσ ηωισ του ευκαρυωτικοφ mRNA είναι πιο παρατεταμζνοσ από 
αυτόν του βακτθριακοφ. Θ μεταγραφι ςτα ηωικά κφτταρα ςυμβαίνει με τθ ίδια  
περίπου ταχφτθτα που ςυμβαίνει και ςτα βακτιρια, δθλαδι περίπου 40 
νουκλεοτίδια ανά δευτερόλεπτο. Ρολλά ευκαρυωτικά γονίδια είναι μεγάλα: ζνα 
γονίδιο 10.000 bp χρειάηεται περίπου 5 λεπτά για να μεταγραφεί. Θ μεταγραφι του 
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mRNA δεν τερματίηεται με τθν αποδζςμευςθ του ενηφμου τθσ RNA πολυμεράςθσ 
από το DNA, αντίκετα, το ζνηυμο ςυνεχίηει τθ μεταγραφι και μετά το τζλοσ του 
γονιδίου. Μια ςυντονιςμζνθ ςειρά γεγονότων δθμιουργεί το 3' άκρο του mRNA με 
αποκοπι ενόσ τμιματοσ και προςκικθ μιασ αλλθλουχίασ πολυ(Α) ςτο πρόςφατα 
δθμιουργθμζνο 3' άκρο (Lewin Β, GENES VIII). 
Το ευκαρυωτικό mRNA αποτελεί μόνο ζνα μικρό ποςοςτό το ςυνολικοφ 
κυτταρικοφ RNA, περίπου 3% τθσ μάηασ του. Ο χρόνοσ θμιηωισ των mRNAs ςτουσ 
ηυμομφκθτεσ είναι ςχετικά μικρόσ και κυμαίνεται από 1 ζωσ 60 λεπτά. Υπάρχει μια 
αξιοςθμείωτθ αφξθςθ τθσ ςτακερότθτασ ςτουσ ανϊτερουσ ευκαρυϊτεσ: το mRNA 
των ηωικϊν κυττάρων είναι ςχετικά ςτακερό, με χρόνο θμιηωισ μεταξφ 1-24 ωρϊν. 
Οι τροποποιιςεισ και ςτα δυο άκρα του mRNA ςυνειςφζρουν ςε αυτι τθ 
ςτακερότθτα. 
Θ ρφκμιςθ τθσ ςτακερότθτασ των mRNAs ςτα ευκαρυωτικά κφτταρα παρζχει 
ζναν μθχανιςμό ελζγχου τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ. Στον καρκίνο, θ απορρφκμιςθ 
των μθχανιςμϊν που ελζγχουν τθ ςτακερότθτα των mRNAs, μπορεί να οδθγιςει ςε 
αυξθμζνθ παραγωγι ογκογόνων προϊόντων και/ι μείωςθ ογκοκαταςταλτικϊν 
πρωτεϊνϊν (Kim and Lee, 2009). 
Οι διαδικαςίεσ με τισ οποίεσ ελζγχεται θ ςτακερότθτα ι θ αποικοδόμθςθ του 
mRNA επθρεάηονται από cis-δραςτικά ςτοιχεία, όπωσ θ πολυ(Α) ουρά, θ 5’ 
καλφπτρα και τα ςτοιχεία AREs (AU-richelements), και από trans-δραςτικοφσ 
παράγοντεσ, όπωσ τα μθ-κωδικά μόρια RNA (non-coding RNAs, ncRNAs), οι RNA-
ςυνδεόμενεσ πρωτεΐνεσ (RNA-binding proteins, RBPs) και οι ριβονουκλεάςεσ. (Kim 
and Lee, 2009). 
Πςον αφορά τα cis-δραςτικά ςτοιχεία τθσ 5ϋ-καλφπτρασ και τθσ πολυ(Α) 
ουράσ, φαίνεται ότι αυτά αποτελοφν ςτοιχεία πρωταρχικισ ςθμαςίασ για τθ 
ρφκμιςθ του mRNA. Και θ ςτακερι ςυγκζντρωςθ αλλά και θ αποτελεςματικότθτα 
τθσ μετάφραςθσ του ευκαρυωτικοφ mRNA, είναι ιδιαίτερα  εξαρτϊμενα από τθν 
καλφπτρα 7-μεκυλ-γουανοςίνθσ ςτο 5ϋ-άκρο και τθν πολυ(Α)ουρά ςτο 3ϋ-άκρο του 
μορίου. Οι δομζσ αυτζσ δρουν ωσ ςθμαντικά ςτοιχεία αναγνϊριςθσ από 
ρυκμιςτικζσ και καταλυτικζσ πρωτεΐνεσ — όπωσ είναι οι ριβονουκλεάςεσ — κακ’ 
όλθ τθ διάρκεια του κφκλου ηωισ του mRNA(Garneau et al., 2007, Shatkin & Manley, 
2000, Wilusz et al., 2001). Κατά τθν αποικοδόμθςθ του mRNA, θ υδρόλυςθ και τθσ 
5ϋ-καλφπτρασ και τθσ πολυ(Α)ουράσ αποτελοφν κρίςιμα γεγονότα, και θ αφαίρεςθ 
τθσ πολυ(Α)ουράσ — με απαδενυλίωςθ από ριβονουκλεάςεσ— είναι ςυχνά το 
πρϊτο και κακοριςτικό βιμα για τθν αποτελεςματικότθτα τθσ αποικοδόμθςθσ του 
mRNA (Meyer et al 2004, Parker & Song 2004). Θ αποτελεςματικότθτα τθσ 
απαδενυλίωςθσ, επθρεάηει κατ’ αυτό τον τρόπο άμεςα τον ρυκμό τθσ 
αποικοδόμθςθσ του mRNA και κατά ςυνζπεια τθν ςυγκζντρωςθ ενόσ mRNA ςε 
ςυγκεκριμζνα ςτάδια ι φυςιολογικζσ ςυνκικεσ. Για τθν ακρίβεια, θ ςυγκζντρωςθ 
ενόσ mRNA κακορίηεται από τον λόγο τθσ ςφνκεςθσ και τθσ αποικοδόμθςθσ (Ross 
1995), όπου θ πολυ(Α)πολυμεράςεσ (PAPs) και οι ριβονουκλεάςεσ (π.χ. 
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απαδενυλάςεσ) είναι υπεφκυνεσ για τθν ςφνκεςθ και τθν αποικοδόμθςθ τθσ 
πολυ(Α)ουράσ, αντίςτοιχα.  
Θ πολυ(Α) ουρά είναι από μόνθ τθσ μια εξαιρετικά δυναμικι δομι. Το μικοσ 
τθσ ποικίλλει ςθμαντικά κατά τθ διάρκεια τθσ ηωισ ενόσ mRNAκαι ςε απόκριςθ ςε 
διαφορετικά φυςιολογικά ερεκίςματα (Eckmann et al. 2011, Richter & Lasko 2011, 
Schoenberg & Maquat 2012, Wickens, 1990). Αρχικά, όπωσ αναφζρκθκε και 
προθγουμζνωσ, μετά τθ ςφνκεςι του ςτον πυρινα, ςχθματίηεται θ πολυ(Α)ουρά 
των mRNAs με πολυαδενυλίωςθ, θ οποία ςτα κθλαςτικά,  φτάνει μζχρι και 250 
κατάλοιπα αδενοςίνθσ ςε μικοσ.  
Κατά τθ διάρκεια τθσ πρωτεΐνοςφνκεςθσ, θ παρουςία τθσ 5ϋ-καλφπτρασ και 
το μικοσ τθσ πολυ(Α)ουράσ, παίηουν κακοριςτικό ρόλο ςτον ζλεγχο τθσ 
αποτελεςματικότθτασ τθσ ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ (Sachs and Varani 2000). Θ δομι 
τθσ 5ϋ-καλφπτρασ αναγνωρίηεται από τον παράγοντα ζναρξθσ τθσ μετάφραςθσ eIF4E 
(Marcotrigiano et al. 1997, Hinnebusch and Lorsch 2012, Sonenberg and Dever 
2003). Θ αναγνϊριςθ τθσ 5ϋ-καλφπτρασ είναι ςθμαντικι, κακϊσ κακορίηει τθν 
αποτελεςματικι ςτρατολόγθςθ του ριβοςϊματοσ ςτο mRNA. Το ςφμπλοκο ζναρξθσ 
eIF4F περιζχει επίςθσ τον παράγοντα eIF4G, ο οποίοσ με τθ ςειρά του αλλθλεπιδρά 
με τθν κυτταροπλαςματικι πολυ(Α)-ςυνδεόμενθ πρωτεΐνθ PABPC, που προςδζνεται 
ςτθν πολυ(Α)ουρά του mRNA. Θ αλλθλεπίδραςθ eIF4G και PABPC, κυκλοποιεί το 
mRNA φζρνοντασ κοντά το 5ϋ με το 3ϋ-άκρο (Amrani et al. 2008, Tarun and Sachs 
1996, Wells et al. 1998) (Εικόνα 2). Το κυκλοποιθμζνο mRNA διευκολφνει τθν 
ςτρατολόγθςθ τθσ 40S ριβοςωμικισ υπομονάδασ και τθν επακόλουκθ ςυγκρότθςθ 
του πλιρωσ λειτουργικοφ 80S ριβοςϊματοσ. Ζτςι, θ παρουςία τθσ 5ϋ- m7G-
καλφπτρασ και τθσ πολυ(Α)ουράσ εγείρει τθν ζναρξθ και τθν επανζναρξθ τθσ 
πρωτεΐνοςφνκεςθσ και ςυνεπϊσ κακορίηουν τθν ποςότθτα τθσ παραγόμενθσ 
πρωτεΐνθσ. 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 2.Θ αλλθλεπίδραςθ eIF4G και PABPC κυκλοποιεί το mRNA φζρνοντασ κοντά το 5ϋ με το 3ϋ-
άκρο. 
 
Θ ρφκμιςθ τθσ πολυ(Α)ουράσ ςτο κυτταρόπλαςμα, είναι ςτενά ςυνδεδεμζνθ 
με τον ζλεγχο τθσ μετάφραςθσ. Συνικωσ μια πολυ(Α)ουρά μεγάλου μικουσ 
ςχετίηεται με αποτελεςματικι πρωτεΐνοςφνκεςθ. 
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 Από τα παραπάνω, είναι φανερό ότι οι καταλυτικζσ οντότθτεσ που 
εμπλζκονται ςτθ ςφνκεςθ, τθν τροποποίθςθ, τθν επεξεργαςία και τθν 
αποικοδόμθςθ τθσ 5ϋ-καλφπτρασ και τθσ πολυ(Α)ουράσ, επθρεάηουν τθ λειτουργία 
και τθν αφκονία του mRNA  ςτο κφτταρο (Garneau et al. 2007, Goldstrohm and 
Wickens 2008, Meyer et al. 2004, Parker and Song, 2004, Schoenberg and Maquat 
2012, Wu and Brewer 2012). 
 Οι ριβονουκλεάςεσ (RNases) αποτελοφν μια ομάδα ενηφμων, θ οποία τζμνει 
μόρια RNA — ςυμπεριλαμβανομζνου των mRNAs — ςε φωςφοδιεςτερικοφσ 
δεςμοφσ, ζχοντασ ωσ αποτζλεςμα ποικίλεσ βιολογικζσ ςυνζπειεσ. Οι 
ριβονουκλεάςεσ παίηουν μείηονα ρόλο, δρϊντασ με ενορχθςτρωμζνο τρόπο ςτθ 
ρφκμιςθ τθσ ςτακερότθτασ των mRNAs, ελζγχοντασ μ’ αυτό τον τρόπο τθ  γονιδιακι 
ζκφραςθ ςτα κφτταρα των κθλαςτικϊν οργανιςμϊν (Parker and Song 2004).Ρολλζσ 
ριβονουκλεάςεσ εμπλζκονται ςτθν αποικοδόμθςθ των mRNAs, προάγοντασ τθν 
απαδενυλίωςι τουσ, ενϊ μερικζσ εξωριβονουκλεάςεσ, αποικοδομοφν περαιτζρω τα 
απαδενυλιωμζνα και /ι τα mRNAs, από τα οποία ζχει αφαιρεκεί θ 5ϋ-καλφπτρα, ςτα 
3ϋ και/ι 5ϋ άκρα τουσ, αντίςτοιχα. Από τθν άλλθ πλευρά, οι ενδοριβονουκλεάςεσ, 
δεν προαπαιτοφν τθν αφαίρεςθ τθσ καλφπτρασ ι απαδενυλίωςθ προκειμζνου να 
δράςουν, τζμνοντασ ζτςι εςωτερικά τα mRNAs, παράγοντασ προϊόντα που 
αποικοδομοφνται περαιτζρω από άλλα ζνηυμα (Εικόνα 3) (Kim and Lee 2009).Τα 
μονοπάτια αποικοδόμθςθσ του mRNA αναλφονται περιςςότερο ςε επόμενεσ 
παραγράφουσ. 
 Σε ςυνκικεσ ζλλειψθσ μθχανιςμϊν ελζγχου, οι ενδονουκλεάςεσ μπορεί να 
ζχουν μια βακιά επίδραςθ ςτθ γονιδιακι ζκφραςθ, κακϊσ μια και μόνο 
ενδονουκλεολυτικι τμιςθ ςτο εςωτερικό του mRNA, ςυνεπάγεται τθν 
αδρανοποίθςι του (Εικόνα 4C).Tα κφτταρα ζχουν αναπτφξει μθχανιςμοφσ που 
εμποδίηουν τζτοιου είδουσ ανϊμαλθσ αποικοδόμθςθσ των mRNAs, μζςω τθσ 
ρφκμιςθσ των ενδονουκλεαςϊν. Για παράδειγμα, μερικζσ από αυτζσ ζχει δειχκεί να 
είναι ιςχυρά ρυκμιηόμενεσ μζςω κυτταρικϊν ςθμάτων (Clemens and Williams 1978, 
Sidrauski and Walter 1997, Peng and  Schoenberg 2007). Μ’ αυτό τον τρόπο, τα 
κφτταρα αποκρίνονται αποτελεςματικά ςτισ αλλαγζσ του περιβάλλοντόσ τουσ με τθ 
ρφκμιςθ τθσ ζκφραςθσ ςε επίπεδο mRNA.   
Οι ριβονουκλεάςεσ μποροφν να δράςουν μόνεσ ι ενορχθςτρωμζνα με 
άλλουσ παράγοντεσ αποικοδόμθςθσ, αλλά και μεταξφ τουσ, προκειμζνου να 
προορίςουν mRNAs προσ αποικοδόμθςθ. Οι απαδενυλάςεσ, όπωσ είναι θ 
πολυ(Α)ριβονουκλεάςθ PARN (Poly(A)-specific ribonuclease) και οι υπομονάδεσ Caf1 
and Ccr4 του ςυμπλόκου CCR4–NOT, αφαιροφν τθν πολυ(Α) ουρά του mRNA-
ςτόχου, ενϊ άλλα ζνηυμα αφαιροφν τθν 5′-m7GmRNA καλφπτρα. 
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Εικόνα 3: Μονοπάτια αποικοδόμθςθσ του mRNA. 
 
Μελζτεσ ζχουν δείξει ότι οι RNA-ςυνδεόμενεσ πρωτεΐνεσ (RNA-binding 
proteins, RBPs) μποροφν να επθρεάςουν δραματικά τθ ςτακερότθτα των mRNAs 
(Paschoud et al. 2006, Gherzi, et al. 2006, Pulcrano et al. 2007). Αυτζσ δεν 
επιτρζπουν μόνο τθ διακφμανςθ των χρόνων θμιηωισ των mRNAs (Zhao et al. 2008), 
αλλά είναι επίςθσ ικανζσ να ελζγχουν το ρυκμό αποικοδόμθςθσ ςυγκεκριμζνων 
mRNAs ωσ απόκριςθ ςε διαφορετικά ερεκίςματα. Θ δράςθ αυτι ζχει παρατθρθκεί 
ςε μετάγραφα που κωδικοποιοφν κυτταροκίνεσ ι πρωτο-ογκογονίδια, τα οποία 
φζρουν αλλθλουχίεσ ARE ςτθν 3ϋ-αμετάφραςτθ περιοχι τουσ (3ϋ-UTR) (Ross 1995). 
Οι πρωτεΐνεσ RBPs μποροφν να προςδζνονται ςτισ 3' UTRs κακϊσ και ςτθν 
κωδικι περιοχι του mRNA και να τα προςτατεφουν από διαδικαςίεσ 
αποικοδόμθςθσ. Ζχει δειχκεί ότι θ πρωτεΐνθ HuR μπορεί να προάγει τθν 
υπερζκφραςθ ενόσ ογκογόνου βιοδείκτθ, αυξάνοντασ το χρόνο θμιηωισ του mRNA 
του (Guo and Hartley 2006). Άλλεσ RBPs, όπωσ θ KSRP, μποροφν να διεγείρουν τθν 
αποικοδόμθςθ πολλϊν κυτταρικϊν mRNAs τα οποία φζρουν τα ςτοιχεία ARE, μζςω 
ςτρατολόγθςθσ ενδοριβονουκλεαςϊν και παραγόντων απαδενυλίωςθσ 
προκειμζνου να ρυκμίςουν τθν ζκφραςι τουσ (Εικόνα 4B) (Gherzi et al. 2004, Chou 
et al. 2006, Mazan-Mamczarz and Gartenhaus 2007). Οι RBPs ζχουν διαφορετικζσ 
επιδράςεισ ςτα κφτταρα, που εξαρτϊνται από τα mRNAs με τα οποία 
αλλθλεπιδροφν. Για παράδειγμα, δείχκθκε ότι θ υπερζκφραςθ τθσ HuR είναι 
υπεφκυνθ για τθν αφξθςθ ενόσ ογκογόνου mRNA ςτουσ ινοβλάςτεσ (Sobue et al. 
2008), ενϊ θ ίδια πρωτεΐνθ μπορεί να ςτακεροποιιςει ζνα  mRNA 
ογκοκαταςταλτικοφ παράγοντα (Tumor Suppressor Gene, TSG), ςε καρκινικά 
κφτταρα του προςτάτθ (Quann et al. 2007). Θ ρυκμιςτικι ικανότθτα των RBPs 
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ζγκειται ςτθν ιςορροπία μεταξφ τθσ πυροδότθςθσ ι τθσ κακυςτζρθςθσ τθσ 
αποικοδόμθςθσ των mRNAs.  
Ζχει δειχκεί ότι οι πρωτεΐνεσ RBPs, κακϊσ και τα μθ-κωδικά μόρια RNA 
(ncRNAs) μποροφν και  ςτρατολογοφν ςυςτατικά του μονοπατιοφ απαδενυλίωςθσ, 
τα οποία ςε ςυνδυαςμό με άλλεσ ριβονουκλεάςεσ, ρυκμίηουν mRNA ογκογονιδίων 
και ογκοκαταςταλτικϊν παραγόντων (Valencia-Sanchez et al. 2006, Jackson ands 
tandart 2007). Θ PARN αποτελεί ζνα τζτοιο παράδειγμα (Εικόνα 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4. ΢όλοσ των ριβονουκλεαςϊν, των miRNAs και των RNA-ςυνδεόμενων πρωτεϊνϊν ςτθ 
ρφκμιςθσ τθσ ςτακερότθτασ των mRNAs. 
 
Τα μθ-κωδικά μόρια RNAs (ncRNAs) είναι μετάγραφα οποιουδιποτε 
μεγζκουσ που δεν μεταφράηονται ςε πρωτεΐνεσ. Από τα microRNAs (miRNAs) ζωσ 
και μεγαλφτερα αντινοθματικά μετάγραφα, τα ncRNAs περιλαμβάνουν ζνα 
ςθμαντικό κομμάτι των μεταγράφων του  γονιδιϊματοσ των κθλαςτικϊν. Τα 
miRNAs είναι μικρά ncRNAs (μικουσ 20-25 νουκλεοτίδια) που παράγονται από 
ενδονουκλεολυτικι επεξεργαςία μεγαλφτερων μεταγράφων μζςω μθχανιςμϊν τθσ 
παρεμβολισ RNA (RNAi). Ο κφριοσ τρόποσ δράςθσ τουσ ςτθ γονιδιακι ρφκμιςθ είναι 
μζςω ςφνδεςθσ ςτθν 3'αμετάφραςτθ περιοχι (UTR) του mRNA, είτε για να 
αναςτείλουν τθ μετάφραςθ του mRNA είτε να προωκιςουν τθν αποικοδόμθςι του. 
Θ πρόςδεςθ ενόσ miRNA μζςω ςυμπλθρωματικότθτασ ςτο mRNA, πυροδοτεί τθν 
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ζναρξθ τθσ αποικοδόμθςισ του από τθν υπομονάδα AGO του ςυμπλόκου RISC, θ 
οποία ζχει ενεργότθτα ριβονουκλεάςθσ. Εναλλακτικά, θ πρόςδεςθ ενόσ miRNA ςτο 
mRNA, προκαλεί τθ ςτρατολόγθςθ απαδενυλαςϊν, ζνηυμα τα οποία επιτελοφν τθν 
βράχυνςθ τθσ πολυ(Α)ουράσ — το πρϊτο και κακοριςτικό βιμα για τθν 
αποικοδόμθςθ — ενϊ παράλλθλα καταςτζλλεται και θ μετάφραςθ του μεταγράφου 
(Εικόνα 4Α) (Kim and Lee, 2009). 
Ειδικζσ αλλθλουχίεσ ςτο εςωτερικό του mRNA μπορεί να το  ςτακεροποιοφν 
ι να το αποςτακεροποιοφν. Το πιο ςυνθκιςμζνο ςθμείο για ςτοιχεία 
αποςτακεροποίθςθσ είναι μζςα ςτθν 3’ μθ μεταφραηόμενθ περιοχι. Για 
παράδειγμα, τα mRNAs των οποίων οι 3’UTRs περιζχουν αλλθλουχίεσ πλοφςιεσ ςε 
AU, μικουσ περίπου 50 βάςεων (AU-rich elements, AREs), τείνουν να είναι αςτακι. 
Θ παρουςία ενόσ τζτοιου ςτοιχείου προκαλεί τθν αποικοδόμθςθ του mRNA, 
μειϊνοντασ ζτςι τθ διάρκεια ηωισ του. 
 
1.7 Μονοπάτια αποικοδόμηςησ του mRNA 
 
Θ αποικοδόμθςθ του ευκαρυωτικοφ mRNA παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ  
ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ, ςτον ποιοτικό ζλεγχο τθσ βιοςφνκεςθσ mRNA 
και ςτθν αντιικι προςταςία (Dykxhoom et al., 2003; Maquat et al., 2000; Hoofvan et 
al., 1999). Αποτελεί το κακοριςτικό βιμα ςτθν αποικοδόμθςθ των μορίων mRNA και 
τθν μεταφραςτικι αποςιϊπθςθ, γεγονόσ που τθν κακιςτά ιδανικό ςθμείο ελζγχου 
και των δφο διεργαςιϊν.  
Ππωσ αναφζρκθκε και ςε προθγοφμενεσ παραγράφουσ, ςτον πυρινα, με τθν 
διαδικαςία τθσ απαδενυλίωςθσ περιορίηονται οι νεοοςυντικζμενεσ πολυ(Α) ουρζσ, 
ςτο κατάλλθλο μικοσ. Οι πολυ(Α) ουρζσ όταν είναι ςε προκακοριςμζνο ςωςτό 
μικοσ είναι απαραίτθτεσ για τθν ζξοδο του mRNA από τον πυρινα και όταν αυτό 
φτάςει ςτο κυτταρόπλαςμα του προςδίδουν ςτακερότθτα και ζναυςμα για 
μετάφραςθ. Στο κυτταρόπλαςμα, θ εκτεταμζνθ απαδενυλίωςθ του mRNA, πζρα 
από ζνα ςυγκεκριμζνο μικοσ, ςθματοδοτεί τθν αποικοδόμθςθ του.  
Θ αποικοδόμθςθ του mRNA ςυνικωσ ξεκινάει από τθν βράχυνςθ τθσ 
πολυ(Α) ουράσ ςτο 3' άκρο του από τισ απαδενυλάςεσ (Tucker et al., 2000; Mitchell 
et al., 2001). Ακολουκϊντασ τθν απαδενυλίωςθ ζνα ειδικό ζνηυμο που ονομάηεται 
ςφμπλοκο DCP1–DCP2 αφαιρεί το κάλυμμα, εκκζτοντασ το μετάγραφο ςε 
αποικοδόμθςθ από τθν XRN1, μια 5'—>3' εξωνουκλεάςθ. Εναλλακτικά, μετά τθν 
απαδενυλίωςθ, το mRNA μπορεί να αποικοδομθκεί με κατεφκυνςθ 3'—>5' από το 
κυτταροπλαςματικό εξϊςωμα, ζνα ςφμπλοκο εξωνουκλεαςϊν (Μονοπάτι 
αποικοδόμθςθσ εξαρτϊμενο από τθν απαδενυλίωςθ) (Garneau et al., 2004; 
Anderson et al., 1998; Chen et al., 2001; Wang and Kiledjian, 2001; Mukherjee et al., 
2002). Στθν περίπτωςθ αυτι το κάλυμμα υδρολφεται από το DcpS (Liu et al., 2002) 
(Chen and Shyu, 2011) (Εικόνα 3a). 
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Υπάρχει βζβαια και το μονοπάτι αποικοδόμθςθσ το οποίο είναι ανεξάρτθτο 
τθσ απαδενυλίωςθσ ςτον S. cerevisiae, όπου είναι απαραίτθτθ θ ςτρατολόγθςθ τθσ 
πρωτεϊνικισ μθχανισ απομάκρυνςθσ του καλφμματοσ (Εικόνα 3b). Ωςτόςο θ 
αποικοδόμθςθ οριςμζνων μορίων mRNA μπορεί να ξεκινιςει με ενδονουκλεοτιδικι 
διάςπαςθ είτε από ειδικζσ ενδονουκλεάςεσ είτε από το μθχανιςμό του RNAi 
(Μονοπάτι αποικοδόμθςθσ διαμεςολαβοφμενο από ενδονουκλεάςεσ) (Dodson et 
al., 2002). Στο μονοπάτι αυτό μετά τθ δράςθ των ενδονουκλεαςϊν παράγονται δφο 
κραφςματα με απροςτάτευτα άκρα, τα οποία και αποικοδομοφνται ςτθ ςυνζχεια με 
τθ δράςθ του εξωςϊματοσ και τθσ XRN1 (Εικόνα 3c). Επίςθσ, τα ευκαρυωτικά 
κφτταρα περιζχουν ειδικά μονοπάτια αποικοδόμθςθσ που αναγνωρίηουν και 
αποικοδομοφν ταχφτατα ανϊμαλα mRNAs χρθςιμοποιϊντασ τα ίδια ζνηυμα που 
αποικοδομοφν φυςιολογικά mRNAs. 
 
 
1.8 Απαδενυλάςεσ 
 
Ππωσ αναφζρκθκε παραπάνω, εκτόσ από τθ δράςθ των 
ενδοριβονουκλεαςϊν, θ αποικοδόμθςθ των mRNAs ςτα κφτταρα των κθλαςτικϊν, 
ξεκινά και με απαδενυλίωςθ (Parker and Song 2004). 
Ωσ απαδενυλάςεσ ορίηουμε τισ εξωριβονουκλεάςεσ που αποικοδομοφν τθν 
πολυ(Α) ουρά των mRNAs με κατεφκυνςθ 3ϋ-5ϋ απελευκερϊνοντασ 5ϋ-ΑMP. Οι 
απαδενυλάςεσ εκδθλϊνουν μια ςαφι προτίμθςθ για 3ϋ- πολυ(Α) ωσ υπόςτρωμα, 
παρά το γεγονόσ ότι ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ ζχει δειχτεί ότι αποικοδομοφν 
λιγότερο αποτελεςματικά και μθ-αδενοςινικά ομοπολυμερι (Goldstrohm and 
Wickens 2008). 
Πλεσ οι γνωςτζσ απαδενυλάςεσ είναι Μg
2+
-εξαρτϊμενα ζνηυμα που 
μποροφν να ταξινομθκοφν ςε δφο μεγάλεσ υπεροικογζνειεσ με βάςθ τθν παρουςία 
ςυγκεκριμζνων ςυντθρθμζνων καταλοίπων ςτο καταλυτικό τουσ κζντρο. τθν 
υπεροικογζνεια DEDD ι τθν ΕΕ΢. Θ υπεροικογζνεια DEDD πιρε το όνομά τθσ από 
τα καταλυτικά αμινοξζα Asp και Glu που βρίςκονται διάςπαρτα μεταξφ τριϊν 
μοτίβων εξωνουκλεάςθσ, τα οποία ςυντονίηονται από τα ιόντα Μg2+. Τα μζλθ αυτισ 
τθσ ομάδασ περιλαμβάνουν τισ POP2 (επίςθσ γνωςτι ωσ CAF1 και περιλαμβάνει τισ 
CNOT7 και CNOT8), CAF1Z, πολυ (Α)-εξειδικευμζνθ ριβονουκλεάςθ (PARN) και τισ 
οικογζνειεσ ΢ΑΝ2. Τα ζνηυμα τθσ υπεροικογζνειασ EEP ζχουν ςυντθρθμζνα 
καταλυτικά κατάλοιπα Asp και Hisςτθν επικράτεια νουκλεάςθσ τουσ. Τα ζνηυμα 
τφπου EEP περιλαμβάνουν τισ CCR4 (CNOT6 και CNOT6L), Nocturnin και Angel.  
Τα μζλθ των οικογενειϊν POP2, CCR4, PAN2 και Angel είναι παρόντα ςε 
όλουσ τουσ ευκαρυϊτεσ, ενϊ άλλεσ απαδενυλάςεσ είναι λιγότερο ςυντθρθμζνεσ 
(Goldstrohm and Wickens 2008). Θ τεράςτια ποικιλότθτα και θ ποικιλομορφία των 
απαδενυλαςϊν υποδθλϊνει πωσ πικανότατα ςυγκεκριμζνεσ απαδενυλάςεσ 
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ςτοχεφουν ςυγκεκριμζνα mRNAs επιτάςςοντασ τον ζλεγχό τουσ ςτθ δραςτικότθτα 
ενόσ μόνο ενηφμου. Από τθν άλλθ, διαφορετικζσ απαδενυλάςεσ μποροφν να 
δράςουν ςτο ίδιο mRNA με διακριτζσ αλλά επικαλυπτόμενεσ λειτουργίεσ. Στον 
πίνακα 1 παρουςιάηεται ςυνοπτικά θ κατάταξθ των απαδενυλαςϊν ςτισ  δφο 
υπεροικογζνειεσ κακϊσ και ενδεικτικά παραδείγματα ενηφμων που εντοπίηονται ςε 
αντιπροςωπευτικά είδθ οργανιςμϊν. 
 
 
Πίνακασ 2. Kατάταξθ των απαδενυλαςϊν ςτισ δφο μεγάλεσ υπεροικογζνειεσ και εντοπιςμόσ τουσ 
ςε αντιπροςωπευτικά είδθ οργανιςμϊν. 
 
SC: S.cerevisiae, CE: C. elegans, DM: D.melanogaster, XL: X.laevis, MM: M. musculus, HS: 
H.sapiens,  
 
Οι απαδενυλάςεσ όπωσ αναφζρκθκε, διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθ 
γενικι διαδικαςία αποικοδόμθςθσ του mRNA. Επιτελοφν όμωσ και αρκετοφσ 
εξειδικευμζνουσ, ρυκμιςτικοφσ ρόλουσ. Κάποιεσ είναι απαραίτθτεσ για τθ 
βιωςιμότθτα των οργανιςμϊν, ενϊ μεταλλάγματα άλλων επιφζρουν μια ποικιλία 
ενδιαφερόντων φαινοτφπων. Επιπλζον, ςυγκεκριμζνεσ απαδενυλάςεσ είναι 
απαραίτθτεσ για ςυγκεκριμζνεσ βιολογικζσ διεργαςίεσ, γεγονόσ που αποδεικνφει 
πωσ ο ζλεγχοσ οριςμζνων mRNAs είναι κακοριςτικισ ςθμαςίασ για τθν ομαλι 
λειτουργία αυτϊν τω διεργαςιϊν (Goldstrohm and Wickens, 2008; Parker and Song, 
2004). Για παράδειγμα, αρκετζσ απαδενυλάςεσ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ PARN 
του Xenopus laevis, είναι ςθμαντικζσ κατά τθν πρϊιμθ ανάπτυξθ, ενϊ άλλεσ 
απαιτοφνται για τθ γονιμότθτα (όπωσ θ CNOT7 ςτα ποντίκια) και τθ μεταβολικι 
ομοιόςταςθ. 
Θ ρφκμιςθ τθσ δραςτικότθτασ των απαδενυλαςϊν είναι απαραίτθτθ, κακϊσ 
ςυνκικεσ ανεξζλεγκτθσ απαδενυλίωςθσ κα οδθγοφςαν ςε καταςτροφι και κάνατο 
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του κυττάρου. Στακερά και μεταγραφικά ενεργά mRNAs πρζπει να προςτατευκοφν 
από τθν απαδενυλίωςθ ενϊ τα αςτακι και μθ φυςιολογικά κα πρζπει να 
απαδενυλιϊνονται και να οδθγοφνται ςτθν αποικοδόμθςθ. 
Ο ρυκμόσ τθσ απαδενυλίωςθσ ποικίλλει μεταξφ των διάφορων mRNAs. Αυτι 
θ διαδικαςία ελζγχεται από  ρυκμιςτικοφσ παράγοντεσ οι οποίοι προςδζνονται ςε 
εξειδικευμζνεσ αλλθλουχίεσ των mRNAs. ΢υκμιςτικά ςτοιχεία που βρίςκονται 
ςυνικωσ ςτισ 3ϋ αμετάφραςτεσ περιοχζσ ςυγκεκριμζνων mRNAs (3ϋ-UTR) 
διαμεςολαβοφν και ενιςχφουν τθν απαδενυλίωςθ τουσ. Αυτά τα ςτοιχεία 
αναγνωρίηονται από παράγοντεσ οι οποίοι ςτρατολογοφν τισ απαδενυλάςεσ 
προωκϊντασ ζτςι τθν απαδενυλίωςθ. Ραραδείγματα παραγόντων που δεςμεφονται 
ςτισ 3ϋ-UTR περιοχζσ των mRNA, αποτελοφν τα miRNAs και οι CUG-BP, PUF και CPEB 
πρωτεΐνεσ (Goldstrohm and Wickens 2008, Kadyrova et al. 2007, Hook et al. 2007). 
Εναλλακτικά, προϊκθςθ τθσ απαδενυλίωςθσ μπορεί να επιτευχκεί μζςω 
αλλθλεπίδραςθσ τθσ PABP —πρωτεΐνθ που αναγνωρίηει και προςδζνεται ςτθν 
πολυ(Α)ουρά (Mitchell et al. 2001) — και ςυγκεκριμζνων απαδενυλαςϊν (π.χ θ 
PABP ςτρατολογεί το ςφμπλοκο PAN2-PAN3). Επίςθσ, το 5ϋ κάλυμμα του mRNA 
μπορεί να επθρεάςει κετικά τθν απαδενυλίωςθ διεγείροντασ τθν δραςτικότθτα και 
τθν ικανότθτα επεξεργαςίασ κάποιων απαδενυλαςϊν (χαρακτθριςτικό παράδειγμα 
αποτελεί θ PARN). Ο ρυκμόσ απαδενυλίωςθσ επθρεάηεται  από δφο μορφζσ 
χωρικοφ ελζγχου: τον πυρθνο-κυτταροπλαςματικό διαχωριςμό των απαδενυλαςϊν 
και τθν εντόπιςι τουσ ςε κοκκία. Στθν πρϊτθ περίπτωςθ, προβλιματα ςωςτοφ 
διαχωριςμοφ των απαδενυλαςϊν μεταξφ πυρινα και κυτταροπλάςματοσ μποροφν 
να αποβοφν μοιραία για τθν τφχθ mRNAs που δεν κα ζπρεπε να αποικοδομθκοφν. 
Από τθ άλλθ μεριά, ςυγκεκριμζνεσ απαδενυλάςεσ εντοπίηονται ςε ενδοκυτταρικά 
κοκκία, τα οποία περιζχουν κατεςταλμζνα mRNAs, τα οποία ςτθ ςυνζχεια μποροφν 
να ενεργοποιθκοφν. Θ ςυνεντόπιςθ αυτϊν των απαδενυλαςϊν με τα υποςτρϊματά 
τουσ πικανότατα διευκολφνει τθν κινθτικι τθσ απαδενυλίωςθσ (Goldstrohm and 
Wickens 2008). 
Τα ςφμπλοκα απαδενυλαςϊν που ςτρατολογοφνται από ειδικοφσ ρυκμιςτζσ 
είναι πολυλειτουργικά κακϊσ περιζχουν, εκτόσ των ενηφμων απαδενυλίωςθσ,  
ςυςτατικά που καταςτζλλουν τθ μετάφραςθ και ςυςτατικά που ενιςχφουν τθν 
αποικοδόμθςθ του mRNA. Θ πολυλειτουργικότθτα αυτι παρζχει ευκαιρίεσ για 
πολυάρικμα ςθμεία ρφκμιςθσ τθσ απαδενυλίωςθσ, τθσ μετάφραςθσ και τθσ 
αποικοδόμθςθσ των mRNAs, είτε ξεχωριςτά είτε ςυντονιςμζνα (Goldstrohm and 
Wickens 2008).  
 
PARN 
 
Θ PARN αποτελεί μοναδικι ευκαρυωτικι ριβονουκλεάςθ με πολυ(Α) 
αποικοδομθτικι ενεργότθτα. Είναι θ μόνθ απαδενυλάςθ που ζχει τθν ικανότθτα να 
αλλθλεπιδρά άμεςα κατά τθ διάρκεια τθσ υδρόλυςθσ τθσ πολυ(Α) ουράσ και με τθ 
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δομι τθσ 5ϋ-καλφπτρασ και με τθν πολυ(Α) ουρά του mRNΑ (Dehlin et al. 2000, Gao 
et al. 2000, Martinez et al. 2000, 2001). Θ ιδιότθτα αυτι υπαινίςςεται ότι θ PARN 
ςυμμετζχει ςτον μεταβολιςμό του mRNΑ και ότι είναι πικανόσ ρυκμιςτισ των 
ευκαρυωτικϊν mRNΑs, αφοφ είναι τα μόνα που φζρουν  καλφπτρα και πολυ(Α) 
ουρά. 
 Θ PARN ανικει ςτθν DnaQ-like υπεροικογζνεια των 3ϋ-5ϋ 
εξωριβονουκλεαςϊν (Körner et al. 1998, Mian 1997, Moser et al. 1997), οι οποίεσ 
μοιράηονται ζναν ςυντθρθμζνο καταλυτικό πυρινα, που περιζχει το DEDD μοτίβο   
αποτελοφμενο από τα τζςςερα καταλυτικά αμινοξζα  Asp, Glu, Asp και Asp 
(Marchler-Bauer et al. 2011, Zuo and Deutscher 2001). Συνίςταται από 639 
αμινοξζα, με προβλεπόμενο μοριακό βάροσ 73.5 kDa (Körner et al. 1998, Martinez 
et al., 2000). Θ αμινοτελικι περιοχι τθσ φαίνεται να είναι πιο ςυντθρθμζνθ 
ανάμεςα ςτα ομόλογα τθσ PARN ςτουσ οργανιςμοφσ, ςε αντίκεςθ με τθν 
καρβοξυτελικι. Θ PARN ζχει ενεργότθτα εξαρτϊμενθ από διςκενι ιόντα Mg2+ και 
απαιτεί ωσ υπόςτρωμα μονόκλωνο RNA, με ελεφκερθ ομάδα υδροξυλίου ςτο 3ϋ-
άκρο του (Korner and Wahle 1997). 
Πςον αφορά τθ δομι τθσ PARN, ο καταλυτικόσ πυρινασ τθσ ςχθματίηει μία 
αρνθτικά φορτιςμζνθ κοιλότθτα, θ οποία εντοπίηεται ςε μία επικράτεια, 
επονομαηόμενθ ωσ επικράτεια νουκλεάςθσ (Körner et al. 1998, Ren et al. 2002a,b, 
Wu et al. 2005) (Εικόνα 6). Ραράλλθλα με τθν επικράτεια νουκλεάςθσ, δφο άλλεσ 
νουκλεάςεσ με RNA-ςυνδεόμενεσ ιδιότθτεσ, ζχουν προςδιοριςτεί ςτθν PARN. Το 
μοτίβο αναγνϊριςθσ RNA, RRM (Copeland and Wormington 2001, Monecke et al. 
2008, Nagata et al. 2008, Nilsson et al. 2007, Wu etal. 2009) και το μοτίβο 
αναγνϊριςθσ RNA, αναφερόμενο ωσ επικράτεια R3H (Wu et al. 2005). Θ RRM 
επικράτεια απαιτείται για τθν πρόςδεςθ τθσ 5ϋ-m7G-καλφπτρασ (Nilsson et al.2007), 
ενϊ θ R3H για τθν ςφνδεςθ τθσ PARN ςτθν πολυ(Α)ουρά (Wu et al. 2005).  Επίςθσ 
ζχει προτακεί θ RRM επικράτεια να ςτακεροποιεί τθν ςυνολικι τριςδιάςτατθ δομι 
τθσ PARN (Zhang et al. 2007). Οι περιοχζσ των επικρατειϊν και τα αμινοξζα 
λειτουργικισ ςθμαςίασ φαίνονται ςτθν Εικόνα 5. 
 
 
 
 
 
Εικόνα5: Σχθματικι αναπαράςταςθ των επικρατειϊν τθσ ανκρϊπινθσαπαδενυλάςθσPARN (639 αα), 
όπου με πράςινο χρϊμα αναπαρίςταται θ επικράτεια ριβονουκλεάςθσ, με μπλε θ επικράτεια R3H, με 
κόκκινο θ επικράτεια RRM, και με λευκό θ μθ ςυντθρθμζνθ καρβοξυτελικι περιοχι. Αναπαρίςτανται 
επίςθσ και τα λειτουργικϊσ ςθμαντικότερα αμινοξζα τθσ πρωτεΐνθσ. 
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Θ PARN ςχθματίηει ζνα ςτενά ςυνδεδεμζνο ομοδιμερζσ, οι υπομονάδεσ του 
οποίου ςυγκρατοφνται μεταξφ τουσ μζςω μιασ πλοφςιασ ςε αρωματικό αμινοξζα 
διεπιφάνεια και από ζναν διςουλφιδικό δεςμό (…S—S…) που ενϊνει τισ δφο 
επικράτειεσ νουκλεάςθσ τθσ PARN (Martinez et al. 2000, Wu et al. 2005, 2009, 
Niedzwiecka et al. 2011) (Εικόνα 22). Ζχει δειχκεί ότι ο διμεριςμόσ αυτόσ είναι 
ηωτικισ ςθμαςίασ για τθν ικανότθτα κατάλυςθσ τθσ PARN (Wu et al. 2005). 
 
Εικόνα 6:Τριςδιάςτατθδιμερισ δομι τθσ ανκρϊπινθσ απαδενυλάςθσ PARN, όπου με πράςινο χρϊμα 
αναπαρίςταται θ δομι που προκφπτει από τθν επικράτεια ριβονουκλεάςθσ, με μπλε θ δομι από τθν  
επικράτεια R3H,και με κόκκινο θ δομι από τθν επικράτεια RRM. 
Θ PARN ςυμμετζχει ςε μια ςειρά κυτταρικϊν μθχανιςμϊν και αποκρίςεων. 
Για παράδειγμα, ζχει δειχκεί ότι εμπλζκεται ςε κυτταρικι απόκριςθ ςτο ςτρεσ 
(Cevher et al., 2010, Reinhardt et al., 2010), ςτθν αποικοδόμθςθ των πολλαπλά 
ματιςμζνων HIV-1 mRNAs κατά τθ μόλυνςθ από HIV-1(Zhu et al., 2011). Επίςθσ, ζχει 
προτακεί ωσ ζνασ πικανόσ δείκτθσ τθσ καρκινικισ ανάπτυξθσ (Maragozidis et al., 
2012). 
H PARN εντοπίηεται κυρίωσ ςτον πυρινα, όμωσ μζςω παλινδρομικισ κίνθςθσ 
μπορεί και μετακινείται μεταξφ πυρινα και κυτταροπλάςματοσ (Yamashita et al., 
2005, Uhlen et al., 2010) ενϊ ςτον πυρινα, βρίςκεται ςε μεγάλεσ ποςότθτεσ ςτα 
nucleoli και ςτα Cajal bodies (Berndt et al., 2012). Ζτςι, με ζκπλθξθ, βρζκθκε ότι θ 
PARN δεν εμπλζκεται αποκλειςτικά μόνο ςτθ ρφκμιςθ τθσ λειτουργίασ των mRNAs, 
αλλά ςυμμετζχει επίςθσ και ςτθν επεξεργαςία μθ-κωδικϊν μορίων RNA, όπωσ είναι 
τα μικρά nucleolar RNAs (snoRNAs) και τα μικρά Cajal body RNAs (scaRNAs) (Berndt 
et al., 2012). 
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Σο ςφμπλοκο CCR4-NOT 
 
 Το ςφμπλοκο Ccr4–Not είναι ζνα ςυντθρθμζνο ςυγκρότθμα πολλϊν 
υπομονάδων παρόν ςε όλουσ τουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ, που ςυμβάλλει 
ςτθν ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ςε όλα τα ςτάδια, από τθν παραγωγι του 
mRNA ςτον πυρινα μζχρι τθν αποικοδόμθςι τουσ ςτο κυτταρόπλαςμα. Συςτατικά 
του Ccr4–Not ζχουν εντοπιςτεί τόςο ςτο κυτταρόπλαςμα όςο και ςτον πυρινα 
(Martine 2012). 
 Ζρευνεσ δείχνουν ότι το Ccr4–Not ςτον άνκρωπο αποτελείται από ζναν 
πυρινα επτά υπομονάδων οι οποίεσ περιλαμβάνουν τισ πρωτείνεσ CNOT1, CNOT2, 
CNOT3, CNOT9, CNOT10, TAB182 και C2ORF29 και τισ ςυνδεδεμζνεσ απαδενυλάςεσ  
CNOT6, CNOT6L, CNOT7 και CNOT8 (Εικόνα 6). Θ ςυνδυαςμζνθ μοριακι μάηα αυτϊν 
των ςυςτατικϊν είναι περίπου 0,9 MDa (Lau et al 2009). 
 Ζχει βρεκεί ότι αρκετζσ πρωτεΐνεσ CNOT (CNOT2, CNOT7, CNOT8 και CNOT9) 
αλλθλεπιδροφν με τθ μεγαλφτερθ υπομονάδα του ςυμπλόκου, τθ 
CNOT1,υποδεικνφοντασότι θ τελευταία δρα ωσ ικρίωμα. Τα ανκρϊπινα κφτταρα 
περιζχουν πολλζσ απαδενυλάςεσ οι οποία ζχουν διαφορετικζσ ιδιότθτεσ 
πρόςδεςθσ. Ρειράματα δείχνουν ότι θ CNOT6 αλλθλεπιδρά λιγότερο ςτακερά με τθ 
CNOT8 ςε ςφγκριςθ με τθ CNOT7.Οι CNOT7 καιCNOT8 ςυνδζουν τθ CNOT6 με το 
υπόλοιπο CCR4-Not. Επίςθσ, θ CNOT3 δεν ςυνδζεται άμεςα με τθ CNOT1 ςυνδζεται 
όμωσ με τθ CNOT2 (Εικόνα 6). 
 Στθ ηφμθ, το Ccr4–Not περιζχει δφο υπομονάδεσ με δράςθ απαδενυλάςθσ, 
τισ Ccr4p και Caf1p. Τα ανκρϊπινα κφτταρα περιζχουν δφο ορκόλογα τθσ Ccr4p, τισ 
CNOT6/hCcr4a και  CNOT6L/hCcr4b (ανικουν ςτθν κατθγορία EEP), και δφο 
ορκόλογα τθσ Caf1p, τισ CNOT7 και CNOT8 (ανικουν ςτθν κατθγορία DEDD). Πλα 
αυτά τα ορκόλογα ζχουν δράςθ 3 '→ 5' πολυ(Α) εξωριβονουκλεάςθσ in vitro. Οι  
εξαιρετικά ομόλογεσ πρωτεΐνεσ CNOT7 και CNOT8 βρίςκονται ςε ξεχωριςτά 
ςφμπλοκα. Είναι πικανό ότι οι CNOT7 και CNOT8 ανταγωνίηονται για τθν ίδια κζςθ 
δζςμευςθσ με τθν  CNOT1 επιτρζποντασ τθ ςφνδεςθ είτε με τθ CNOT7 είτε με τθ 
CNOT8. Επιπλζον, θ φπαρξθ τθσ CNOT6 αποκλείει τθν παρουςία τθσ CNOT6L και το 
αντίςτροφο. Γίνεται κατανοθτό ότι μόνο μια υπομονάδα τθσ κατθγορίασ DEDD και 
μια υπομονάδα τθσ κατθγορίασ EEP μποροφν να είναι παρόντα ςε ζνα ςυγκεκριμζνο 
ςφμπλοκο. 
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Εικόνα 7: Μοντζλο του ανκρϊπινου ςυμπλόκου Ccr4-Not. Οι ςτακερζσ υπομονάδεσ απεικονίηονται 
με γκρι χρϊμα και οι μεταβλθτζσ απαδενυλάςεσ με μαφρο. Τα βζλθ μεταξφ των CNOT6/CNOT6L και  
CNOT8 δείχνουν τθν λιγότερο ςτακερι αλλθλεπίδραςι τουσ. 
 
 
 Ριςτεφεται ότι οι Pan2-Pan3 απαδενυλάςεσ είναι αυτζσ που ξεκινοφν τθν 
αποικοδόμθςθ τθσ πολυ(Α) ουράσ και ακολοφκωσ το ςφμπλοκο CCR4-ΝΟΤ 
αποικοδομεί το εναπομείναν τμιμα τθσ πολυ(Α)ουράσ (Yamashita et al., 2005). Θα 
πρζπει να ςθμειωκεί ότι ςφμφωνα με τα επικρατι ςτοιχεία, ςτα κφτταρα των 
κθλαςτικϊν θ απαδενυλίωςθ του mRNA διεξάγεται ωσ επί το πλείςτον από το 
ςφμπλοκο CCR4-ΝΟΤ ενϊ ο ρόλοσ τθσ PARN προορίηεται για ειδικζσ περιπτϊςεισ ι 
περιςτάςεισ. Για παράδειγμα, ζχει αναφερκεί ότι θ PARN επάγεται και 
ενεργοποιείται μζςω τθσ ακτινοβολίασ UV (Harnisch et al. 2012). 
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1.9 Απαδενυλάςεσ ςτον καρκίνο 
 
Στον καρκίνο, θ απορρφκμιςθ τθσ ςτακερότθτασ των mRNAs μπορεί να 
οδθγιςει ςε αυξθμζνθ ςφνκεςθ των προϊόντων ογκογονιδίων ι/και μείωςθ των 
ογκοκαταςταλτικϊν πρωτεϊνϊν. Οι απαδενυλάςεσ είναι ζνασ από τουσ βαςικοφσ 
παράγοντεσ που ελζγχουν τθν αφκονία των mRNAs, όπωσ περιγράφθκε παραπάνω. 
Ο ρόλοσ των ριβονουκλεαςϊν, και ςυγκεκριμζνα των απαδενυλαςϊν διαφαίνεται 
κακοριςτικισ ςθμαςίασ για τθ ςτακερότθτα των mRNAs. Μείωςθ τθσ 
αποικοδόμθςθσ των mRNAs ςε πακολογικζσ καταςτάςεισ, μπορεί να απορρζει 
άμεςα μζςω υπερζκφραςθσ των παραγόντων που ςτακεροποιοφν το mRNA, ι μζςω 
υποζκφραςθσ των αποςτακεροποιθτικϊν παραγόντων, όπωσ είναι οι 
απαδενυλάςεσ. Κάτι τζτοιο μπορεί να οδθγιςει ςε μία επιμθκυμζνθ ςτακερι 
κατάςταςθ των επιπζδων των ογκογόνων mRNAs, με αποτζλεςμα τθν πρόκλθςθ του 
καρκίνου. Ραράδειγμα καταςτολισ των ριβονουκλεαςϊν που μπορεί να ςυμβάλει 
ςτθ μείωςθ τθσ αποικοδόμθςθσ του mRNA αποτελοφν ςτοιχεία ερευνϊν, ςφμφωνα 
με τα οποία θ ζκφραςθ τθσ ΢-γλυκοπρωτείνθσ αυξάνει κατά τθ διάρκεια τθσ  
καρκινογζνεςθσ ςε αρουραίουσ και το mRNA τθσ φαίνεται να ζχει επιμθκυμζνο 
χρόνο θμιηωισ ςε καρκίνουσ του ιπατοσ ςε ςφγκριςθ με μθ πακολογικοφσ ιςτοφσ.  
Θ Pgp είναι μια πρωτεΐνθ μεταφοράσ που βρίςκεται ςτθν πλαςματικι μεμβράνθ και 
ςχετίηεται με τθν πολυφαρμακευτικι αντίςταςθ ςε πολλζσ καρκινικζσ κυτταρικζσ 
ςειρζσ. Στα υγιι θπατικά κφτταρα, το mRNA τθσ Pgp πιςτεφεται ότι αποικοδομείται 
από ενδονουκλεάςεσ ι / και εξωνουκλεάςεσ. Ωςτόςο, ο παρατεταμζνοσ χρόνοσ 
ηωισ του mRNA και τα μικρά επίπεδα αποικοδόμθςισ του ςε όγκουσ του ιπατοσ  
ςυνάδουν με μελζτεσ που ζδειξαν ςθμαντικι μείωςθ τθσ δράςθσ των 
ριβονουκλεαςϊν ςε καρκίνουσ του ιπατοσ (Kim and Lee 2009). Από τθν άλλθ, 
αυξθμζνα επίπεδα ριβονουκλεαςϊν μποροφν επίςθσ να προωκιςουν τθν 
ογκογζνεςθ. Για παράδειγμα, θ αγγειογενίνθ που ανικει ςτθν οικογζνεια των 
ριβονουκλεαςϊν, μπορεί να επεξεργαςτεί 28S και 18S rRNAs και θ δράςθ τθσ είναι 
απαραίτθτθ για τθν αγγειογζνεςθ. Μελζτεσ ζχουν δείξει υπερζκφραςθ τθσ 
αγγειογενίνθσ ςε πολλά δείγματα όγκου και θ ζκφραςι τθσ ςυςχετίηεται με τθν 
εξζλιξθ του όγκου και τθν κακι πρόγνωςθ. 
Ρρόςφατεσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ ζκφραςθ αρκετϊν απαδενυλαςϊν, 
ςυμπεριλαμβανομζνων των PARN, CNOT6L και CNOT8 μεταβάλλεται ςε δείγματα 
καρκίνου εκ πλακωδϊν κυττάρων του πνεφμονα (Maragozidis et al. 2015) ενϊ ςτθν 
οξεία λευχαιμία βρζκθκε αλλαγμζνθ θ ζκφραςθ των PARN, CNOT6, CNOT6L, CNOT7 
(Maragozidis et al. 2012). Στθν δεφτερθ περίπτωςθ, τα αυξθμζνα επίπεδα των PARN 
και CNOT6 ενδζχεται να αντιςτακμίηουν τθ μειωμζνθ ζκφραςθ των CNOT6L και/ι 
CNOT7. 
Επιπλζον, οι απαδενυλάςεσ CNOT6L και PARN ζχουν ςυςχετιςτεί με τθν 
ζκφραςθ ςυγκεκριμζνων mRNAs που ςχετίηονται με τον καρκίνο. Θ CNOT6L, που 
πικανολογείται ότι είναι προϊόν πρωτο-ογκογονιδίου. Σε φυςιολογικζσ ςυνκικεσ, το 
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ζνηυμο φάνθκε να ρυκμίηει τα επίπεδα του mRNA του p27Kip1, ενόσ 
ογκοκαταςταλτικοφ παράγοντα που αναςτζλλει τισ κυκλινοεξαρτϊμενεσ κινάςεσ 
Cdk, και να προάγει τθν κυτταρικι ανάπτυξθ. Επιπλζον, όταν κφτταρα ςτεροφνταν 
τθν CNOT6L, τα επίπεδα του p27Kip1 ιταν αυξθμζνα, ενϊ θ κυτταρικι αφξθςθ 
μειωμζνθ (Morita et al., 2007). Θ PARN, από τθν άλλθ μπορεί να δράςει δυνθτικά 
ωσ ογκοκαταςταλτικόσ παράγοντασ, προκαλϊντασ αποικοδόμθςθ mRNAs που 
κωδικοποιοφν αυξθτικοφσ παράγοντεσ, όπωσ είναι θ IL-8 και ο VEGF (Maragozidis et 
al. 2015). Επίςθσ, θ PARN και το ςφμπλοκο εξωςϊματοσ φαίνεται να 
ςτρατολογοφνται από τον KSRP και/ι τον DHAU, ςυμμετζχοντασ ςτθν 
αποςτακεροποίθςθ πολλϊν mRNAs, ςυμπεριλαμβανομζνου των c-jun και uPA τα 
οποία είναι αυξθμζνα ςτουσ διαφόρουσ τφπουσ καρκίνων (Chou, et al. 2006, Tran, 
et al. 2003). 
 
 
 
1.10 Επιλεγμένα mRNAs που ςχετίζονται με τον καρκίνο 
 
Σε προθγοφμενεσ μελζτεσ ζγινε προςπάκεια κατανόθςθσ τθσ επίδραςθσ των 
απαδενυλαςϊν ςτθ γονιδιακι ζκφραςθ ςτο καρκίνωμα εκ πλακωδϊν κυττάρων του 
πνεφμονα (SCC). Σε αυτζσ τισ μελζτεσ, πραγματοποιικθκε αποςιϊπθςθ 
ςυγκεκριμζνων απαδενυλαςϊν ςε κφτταρα NCI-H520 και με τθ χριςθ 
μικροςυςτοιχιϊν βρζκθκαν οριςμζνα μετάγραφα με αυξθμζνα επίπεδα ζκφραςθσ, 
ςε ςφγκριςθ με κφτταρα WT (Εικόνα 8). Αυτά τα μετάγραφα αποτελοφν πικανοφσ 
ςτόχουσ των απαδενυλαςϊν κακϊσ θ διαγραφι των ενηφμων μπορεί να οδθγιςει 
ςε αυξθμζνθ ςτακερότθτα των mRNAs (Maragozidis et al, 2015).  
Στθ ςυγκεκριμζνθ εργαςία, μελετιςαμε 2μετάγραφαπου εμφάνιςαν 
αυξθμζνα επίπεδα ζκφραςθσ μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6, τα EPHA7 και 
ROBO2, και το μετάγραφο CYTH4 που εμφάνιςε αυξθμζνθ ζκφραςθ μετά από 
αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L. Αυτοί οι παράγοντεσ αποτελοφν πικανοφσ 
αποκλειςτικοφσ ςτόχουσ τθσ κάκε απαδενυλάςθσ. Θ εμπλοκι των ςυγκεκριμζνων 
μεταγράφων ςτον καρκίνο του πνεφμονα αναλφεται ςτισ επόμενεσ παραγράφουσ. 
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Εικόνα 8: Μετάγραφα που εμφάνιςαν αυξθμζνα επίπεδα ζκφραςθσ μετά από αποςιϊπθςθ 
απαδενυλαςϊν ςτθν κυτταρικι ςειρά NCI-H520. 
 
EPHA7 
 
Ο παράγοντασ EPHA7 (Ephrin type-A receptor 7) ανικει ςτθν υποοικογζνεια 
των υποδοχζων εφρίνθσ (Ephs), οι οποίοι αποτελοφν τθ μεγαλφτερθ γνωςτι 
υποοικογζνεια υποδοχζων κινάςθσ τυροςίνθσ. Οι υποδοχείσ Eph ενεργοποιοφνται 
μετά από ςφνδεςι τουσ με τισ πρωτεΐνεσ εφρίνεσ και εμπλζκονται ςε διαδικαςίεσ 
όπωσ θ αλλθλεπίδραςθ κυττάρου-κυττάρου, θ κυτταρικι ςυγκόλλθςθ και 
μετανάςτευςθ, ο ςχθματιςμόσ ορίων μεταξφ ιςτϊν/κυττάρων και θ αγγειογζνεςθ. 
(Surawska et al 2004).  
Οι υποδοχείσ Eph ζχουν μελετθκεί για τουσ πικανοφσ τουσ ρόλουσ ςτθν 
ανάπτυξθ του καρκίνου. Για παράδειγμα, ςτον καρκίνο του παχζοσ εντζρου ζχουν 
παρατθρθκεί μειωμζνα επίπεδα ζκφραςθσ του EPHA7 (Wang et al 2007). Αντικζτωσ, 
ζχει παρατθρθκεί αυξθμζνθ ζκφραςθ του EPHA7 ςε πολλζσ μορφζσ καρκίνου και 
ςτουσ περιςςότερουσ καρκίνουσ του πνεφμονα ςτον άνκρωπο. Μεταλλάξεισ ςτα 
γονίδια των Ephs και των εφρινϊν φαίνεται να ςυςχετίηονται με διαφορετικοφσ 
τφπουσ καρκίνου (Lisabeth et al, 2013). 
Θ εκκρινόμενθ μορφι του mRNA του EPHA7 (EPHA7-S) βρζκθκε ςε 
κυτταρικζσ ςειρζσ καρκίνου του πνεφμονα. Ο ρόλοσ τθσ μορφισ EPHA7-S ςτο 
μθχανιςμό καρκινογζνεςθσ ςτον πνεφμονα του ανκρϊπου δεν είναι ςαφισ, αλλά θ 
παρουςία τθσ κα μποροφςε να αποκλείςει το αδενοκαρκίνωμα του πνεφμονα από 
τισ υπόλοιπεσ κατθγορίεσ, δθλαδι, το καρκίνωμα εκ πλακωδϊν κυττάρων, το 
μικροκυτταρικό καρκίνωμα και το μεγαλοκυτταρικό καρκίνωμα, κακϊσ θ ζκφραςθ 
τθσ μορφισ EPHA7-S παρατθρικθκε κυρίωσ ςε μθ-αδενοκαρκινϊματα (Masaru et al 
2009). Επίςθσ, ςτοιχεία δείχνουν ότι οπαράγοντασ EPHA7 μπορεί να ζχει ρόλο 
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ογκογονιδίου ςτθν καρκινογζνεςθ του πνεφμονα, ωςτόςο απαιτοφνται κλινικζσ 
μελζτεσ για να επιβεβαιϊςουν κάτι τζτοιο. Ζρευνεσ ζδειξαν, ακόμθ, ότι ο EPHA7 
δρα είτε ωσ ογκογονίδιο ςε ζνα όργανο, είτε ωσ ογκοκαταςταλτικό ςε άλλο.  
 
 
 
ROBO2 
 
Θ πρωτεΐνθ που κωδικοποιείται από το γονίδιο Robo2 ανικει ςτθν 
οικογζνεια ROBO που είναι μζλοσ τθσ υπεροικογζνειασ των ανοςοςφαιρινϊν. Θ 
πρωτεΐνθ αυτι είναι ζνασ διαμεμβρανικόσ υποδοχζασ τθσ πρωτεΐνθσ slit homolog 2 
και παίηει ρόλο ςτθν ανάπτυξθ νευρικοφ ςυςτιματοσ, τθ μετανάςτευςθ των 
κυττάρων, και άλλεσ αναπτυξιακζσ διαδικαςίεσ ςε διάφορα όργανα, όπωσ οι 
πνεφμονεσ, το ιπαρ και τα νεφρά.  
Στουσ περιςςότερουσ τφπουσ καρκίνου, το ςθματοδοτικό μονοπάτι  
Slit/Robo ζχει ογκοκαταςταλτικι δράςθ κακϊσ αναςτζλλει τθν κυτταρικι διικθςθ 
και μετανάςτευςθ. Επίςθσ, ςτον καρκίνο του πνεφμονα ζχει παρατθρθκεί 
καταςτολι τθσ ζκφραςθσ τθσ πρωτείνθσ Slit2 (Rishi K. Gara et al, 2015). 
Ομόηυγεσ εξαλείψεισ ι απϊλεια ετεροηυγωτίασ ςτο χρωμόςωμα 3p12 είναι 
κοινά χαρακτθριςτικά των καρκινωμάτων του πνεφμονα και πολλϊν άλλων 
κακοθκειϊν. Επειδι θ κρίςιμθ αυτι περιοχι περιζχει το γονίδιο Robo2 (τα εξϊνια 1 
και 2 του ανκρϊπινου Robo2 βρίςκονται ςε ζνα εγγενϊσ αςτακζσ τμιμα DNA ςτο 
χρωμόςωμα 3p12.3.), ζχει εξαχκεί το ςυμπζραςμα ότι αυτό το γονίδιο μπορεί να 
λειτουργεί μόνο ωσ ογκοκαταςταλτικό (Ying et al 2006). 
 
 
CYTH4 
 
Το γονίδιο Cyth4 κωδικοποιεί ζνα μζλοσ τθσ οικογζνειασ cytohesin (CYTH), 
παλαιότερα γνωςτισ ωσ οικογζνεια PSCD (pleckstrin homology, Sec7 and coiled-coil 
domains). Τα μζλθ αυτισ τθσ οικογζνειασ λειτουργοφν ωσ παράγοντεσ ανταλλαγισ 
νουκλεοτιδίων γουανίνθσ (GEFs) για παράγοντεσ ADP-ριβοςυλίωςθσ (ARFs). Θ 
πρωτεΐνθ cytohesin-4, εκφράηεται κυρίωσ ςτα κφτταρα του ανοςοποιθτικοφ 
ςυςτιματοσ. 
Οι παράγοντεσ ανταλλαγισ  νουκλεοτιδίων γουανίνθσ είναι πρωτεΐνεσ ι  
περιοχζσ πρωτεινϊν (domains) που ενεργοποιοφν μονομερείσ GTPάςεσ 
διεγείροντασ τθν απελευκζρωςθ τθσ  διφωςφορικισ γουανοςίνθσ (GDP) ϊςτε να 
επιτραπεί θ ςφνδεςθ τθσ  τριφωςφορικισ γουανοςίνθσ (GTP). Οι GTPάςεσ δρουν ωσ 
μοριακοί διακόπτεσ ςε ενδοκυτταρικά μονοπάτια ςθματοδότθςθσ και ζχουν 
πολλοφσ κακοδικοφσ ςτόχουσ. Οι πιο γνωςτζσ GTPases περιλαμβάνουν τθν 
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υπεροικογζνεια Ras και εμπλζκονται ςε απαραίτθτεσ κυτταρικζσ διεργαςίεσ όπωσ θ 
κυτταρικι διαφοροποίθςθ, ο πολλαπλαςιαςμόσ, θ οργάνωςθ του κυτταροςκελετοφ 
και θ πυρθνικι μεταφορά. Οι GTPάςεσ είναι ενεργζσ όταν ςυνδζονται με GTP και 
ανενεργζσ όταν ςυνδζεται με το GDP, επιτρζποντασ τθ δραςτθριότθτά τουσ να 
ρυκμίηεται από τισ GEFs και τισ πρωτείνεσ απενεργοποίθςθσ GΤ΢άςθσ (GAPS). Oι 
παράγοντεσ ριβοηυλίωςθσ του ADP  (ARFs)  τθσ υπεροικογζνειασ Ras είναι πρωτείνεσ 
που ςυνδζονται με GTP (GTPases) και χρειάηονται βοικεια από άλλεσ πρωτεΐνεσ για 
τθν εναλλαγι δζςμευςθσ μεταξφ GTP και GDP. Oι GAPS αναγκάηουν τισ πρωτεΐνεσ  
ARF να υδρολφουν το δεςμευμζνο GTP ςε GDP, και οι παράγοντεσ ανταλλαγισ 
νουκλεοτιδίων γουανίνθσ  αναγκάηουν τισ ARF να δεςμεφςουν ζνα νζο μόριο GTP 
ςτθ κζςθ ενόσ δεςμευμζνου GDP. 
Πςον αφορά τον καρκίνο, οι GEFs είναι πικανόσ ςτόχοσ για τθν κεραπεία τθσ 
αςκζνειασ λόγω του ρόλου τουσ ςε πολλζσ οδοφσ ςθματοδότθςθσ, ιδιαίτερα τον 
πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων. Για παράδειγμα, πολλοί τφποι καρκίνου 
προκαλοφνται από μεταλλάξεισ ςτο μονοπάτι ΜΑ΢Κ/ΕRΚ και οδθγοφν ςε 
ανεξζλεγκτθ ανάπτυξθ. Θ GEF SOS1 ενεργοποιεί τισ Ras, των οποίων ςτόχοσ είναι θ 
κινάςθ Raf. Θ Raf είναι ζνα πρωτο-ογκογονίδιο επειδι μεταλλάξεισ ςτθν πρωτεΐνθ 
αυτι ζχουν βρεκεί ςε πολλοφσ τφπουσ καρκίνου (Quilliam et al., 2002). Θ Rho 
GT΢άςθ Vav1, θ οποία μπορεί να ενεργοποιθκεί από τον υποδοχζα GEF, ζχει 
δειχκεί ότι προάγει τον πολλαπλαςιαςμό των όγκων ςε καρκίνο του παγκρζατοσ 
(Fernandez-Zapico et al., 2005). Oι GEFs αντιπροςωπεφουν πικανοφσ κεραπευτικοφσ 
ςτόχουσ, δεδομζνου ότι μποροφν ενδεχομζνωσ να παίηουν ρόλο ςτθ ρφκμιςθ αυτϊν 
των οδϊν μζςω τθσ ενεργοποίθςθσ των GTPαςϊν. 
Στοιχεία ερευνϊν ζχουν δείξει, επίςθσ, τθν εμπλοκι των πρωτεϊνϊν 
cytohesins ςτθν ενεργοποίθςθ των υποδοχζων ErbB. Υπερβολικι ςθματοδότθςθ 
μζςω των υποδοχζων αυτϊν μπορεί να είναι κρίςιμθ για τθν ανάπτυξθ πολλϊν 
τφπων καρκίνου (Cho, and Leahy, 2002). 
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2. ΢ΚΟΠΟ΢ ΕΡΓΑ΢ΙΑ΢ 
 
Ρολλά ζνηυμα αποικοδόμθςθσ του mRNA, γνωςτά ωσ ριβονουκλεάςεσ, 
ςυςχετίηονται με τθν ανάπτυξθ ανκρϊπινων καρκίνων. Οι απαδενυλάςεσ είναι 
εξωριβονουκλεάςεσ που επιτελοφν τθ βράχυνςθ τθσ πολυ(Α) ουράσ ςτο 3’ άκρο του 
mRNA, μια διαδικαςία που είναι ςυχνά το πρϊτο και κακοριςτικό βιμα για τθν 
αποτελεςματικότθτα τθσ αποικοδόμθςισ του. Θ ρφκμιςθ τθσ αποικοδόμθςθσ του 
mRNA είναι κρίςιμθ για τθν εμφάνιςθ καρκίνου, κακϊσ μειωμζνθ αποικοδόμθςθ 
του mRNA μπορεί να ςτακεροποιιςει και να παρατείνει τα επίπεδα ογκογόνων 
μορίων, που ςυχνά οδθγεί ςε αυξθμζνα επίπεδα τθσ πρωτεΐνθσ. Από τθν άλλθ, 
αυξθμζνοι ρυκμοί αποικοδόμθςθσ του mRNA μπορεί να προκαλζςουν ογκογζνεςθ 
μζςω μείωςθσ ογκοκαταςταλτικϊν πρωτεϊνϊν. Δθμοςιεφςεισ και προκαταρκτικζσ 
μελζτεσ  από το εργαςτιριο δείχνουν πωσ ςυγκεκριμζνεσ απαδενυλάςεσ ςτοχεφουν 
επιλεκτικά ςυγκεκριμζνα μετάγραφα, ενϊ άλλα μετάγραφα μποροφν να 
επθρεάηονται από περιςςότερεσ. 
Στόχοσ τθσ παροφςθσ πειραματικισ διαδικαςίασ είναι να μελετιςουμε τθν 
επίδραςθ των απαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, CNOT6-LIKE, CNOT7 και CNOT8 ςτθ 
ςτακερότθτα των επιλεγμζνων mRNAs των παραγόντων EPHA7, ROBO2 και CYTH4. 
Θ επιλογι των παραγόντων ζγινε με βάςθ δεδομζνα και δθμοςιεφςεισ του 
εργαςτθρίου και το γνωςτό ρόλο των παραγόντων αυτϊν ςτον καρκίνο. Αναμζνεται 
ζτςι να ζχουμε πλθρζςτερθ εικόνα για το ρόλο των επιλεγμζνων απαδενυλαςϊν ςτθ 
ςτακερότθτα των ςυγκεκριμζνων mRNA και τθ ςθμαςία των ενηφμων ςτισ αλλαγζσ 
τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ που παρατθρείται ςτον καρκίνο.  
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3. ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
3.1 Κυτταρικέσ  ςειρέσ – Φειριςμοί 
 
Στθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκε θ κυτταρικι ςειρά ΝCI-Θ520. 
Ρρόκειται για ανκρϊπινθ κυτταρικι ςειρά από καρκίνωμα εκ πλακωδϊν κυττάρων 
του πνεφμονα. Τα κφτταρα τθσ κυτταρικισ αυτισ ςειράσ ςχθματίηουν μονόςτιβεσ 
επικθλιακζσ επιφάνειεσ ςτο ταπιτιο ανάπτυξθσ (Εικόνα 9). 
 
 
Eικόνα 9: Κφτταρα ΝCI-Θ520 
Επίςθσ, χρθςιμοποιικθκαν τα κφτταρα DH5a. Ρρόκειται για ςτζλεχοσ Ε. coli 
που χρθςιμοποιείται για τθν ειςαγωγι και κλωνοποίθςθ πλαςμιδιακοφ DNA. Στθν 
παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε για τθν απομόνωςθ των πλαςμιδίων που 
περιζχουν τα ειδικά shRNAs για τθ ςίγθςθ των απαδενυλαςϊν. 
 
Απόψυξθ κυττάρων  
1) Eμβαπτίηουμε τα φιαλίδια (cryovials) που περιζχουν τα κφτταρα από τουσ -80◦C 
όπου ιταν αποκθκευμζνα, ςε υδατόλουτρο (37◦C), με ιπια ανάδευςθ.  
2) Αφοφ ξεπαγϊςουν τα κφτταρα, κακαρίηουμε εξωτερικά το φιαλίδιο με αικανόλθ 
(70%). 
3) Μεταφζρουμε το αιϊρθμα των κυττάρων ςε φάλκον 15ml με επιπλζον προςκικθ 
φρζςκου κρεπτικοφ υλικοφ μζχρι τα 10ml. 
4) Φυγοκεντροφμε το αιϊρθμα ςτισ ςτισ 1500 rpm για 2min. 
5) Μεταφζρουμε ςτον απαγωγό και απομακρφνουμε το υπερκείμενο, προκειμζνου 
να αποβάλουμε το DMSO που περιζχεται ςτο αρχικό κρυοπροςτατευτικό 
κρεπτικό υλικό των κυττάρων και δρα αναςταλτικά ςτθν ανάπτυξι τουσ. 
6) Ρροςκζτουμε 10 ml κρεπτικοφ RPMI (10% FBS) και μεταφζρουμε ςε Τ75 flask. 
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7) Επωάηουμε τα κφτταρα ςτουσ 37◦C  μζχρι να προςκολλθκοφν ςτο ταπιτιο τθσ 
φλάςκασ.  
8) Αφοφ θ πλθρότθτα των κυττάρων φτάςει το 90-100%, κρυψινοποιοφμε τα 
κφτταρα.  
 
Ανακαλλιζργεια μονόςτιβθσ καλλιζργειασ – Θρυψινοποίθςθ 
Πταν επικυμοφμε να ανακαλλιεργιςουμε τα κφτταρα είναι απαραίτθτθ μια 
διαδικαςία γνωςτι ωσ κρυψινοποίθςθ. Για να προβοφμε ςε κρυψινοποίθςθ πρζπει θ 
πλθρότθτα των κυττάρων ςτο ταπιτιο τθσ φλάςκασ ανάπτυξθσ να είναι 90-100%. 
Ακολουκοφμε, λοιπόν,τα εξισ βιματα: 
 
1) Ραρατθροφμε τα κφτταρα ςτο μικροςκόπιο. Ελζγχουμε και ςθμειϊνουμε τθ 
μορφολογία των κυττάρων και τθν πλθρότθτα του ταπθτίου (confluency).  
2) Απομακρφνουμε με αναρρόφθςθ το κρεπτικό υλικό τθσ  καλλιζργειασ. 
3) Κάνουμε δφο πλφςεισ ςτα κφτταρα με διάλυμα PBS 1x * (φιάλθ 75 cm2). 
4) Ρροςκζτουμε διάλυμα τρυψίνθσ-ΕDTA 0.05% (0,5ml για φιάλθ 75 cm2). 
5) Ανακινοφμε τθ φιάλθ ϊςτε το διάλυμα κρυψίνθσ να καλφψει όλο το ταπιτιο. 
6) Μεταφζρουμε τα κφτταρα ςτον επωαςτιρα (κλίβανοσ 37◦C) για περίπου 2 min.  
Ραρατθροφμε το ςχιμα των κυττάρων ςτο μικροςκόπιο και ελζγχουμε αν ζχουν 
αποκτιςει ςφαιρικι μορφι. 
7) Ρροςκζτουμε τθν κατάλλθλθ ποςότθτα κρεπτικοφ υλικοφ RPMI, 1% Αntibiotic-
antimycotic (10 ml κρεπτικοφ για φιάλθ 75cm2). 
8) Επαναιωροφμε τα κφτταρα και τα διαςπείρουμε ομοιόμορφα με πιπζτα. 
9) Στο ςθμείο αυτό μποροφμε να χωρίςουμε τα κφτταρα ςε δφο ι περιςςότερεσ 
φλάςκεσ ι απλά να απομακρφνουμε μζροσ των κυττάρων ςτθν ιδθ υπάρχουςα 
φλάςκα. 
10) Κάκε φορά που γίνεται θ κρυψινοποίθςθ, καταγράφεται ωσ πζραςμα (π.χ. 
πζραςμα p25-passage 25). 
* Σθμείωςθ: το PBS διάλυμα που χρθςιμοποιείται ςτον χειριςμό των κυττάρων, 
είναι φιλτραριςμζνο και αποςτειρωμζνο. 
 
΢υλλογι των κυττάρων  
1) Απομακρφνουμε το κρεπτικό υλικό και κάνουμε πλφςθ των κυττάρων με 
παγωμζνο και αποςτειρωμζνο PBS 1x (3 φορζσ). 
2) Θρυψινοποιοφμε τα κφτταρα ςφμφωνα με το πρωτόκολλο που περιγράφεται 
παραπάνω. 
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3) Ομογενοποιοφμε τα αποκολλθμζνα κφτταρα με πιπετάριςμα ςε PBS 1x (ι RPMI), 
και τα μεταφζρουμε ςε tubes 1,5 ml. 
4) Φυγοκεντροφμε τα κφτταρα για 5 min ςτισ  3000 rpm ςτουσ 4οC. 
5) Απομακρφνουμε το υπερκείμενο προςεκτικά και αποκθκεφουμε το ίηθμα ςτουσ  
-80οC, μζχρι να χρθςιμοποιθκοφν πειραματικά. 
 
Σθμείωςθ: Τα βιματα 1-3 πραγματοποιοφνται ςε απαγωγό κακζτου νθματικισ ροισ. 
 
Ψφξθ των κυττάρων 
1) Θρυψινοποίθςθ κυττάρων. 
2) Ρροςκικθ κρεπτικοφ υλικοφ (10 ml για Τ75 flask). 
3) Μεταφορά αιωριματοσ ςε φάλκον 15 ml. 
4) Φυγοκζντριςθ ςτισ 1500 rpm για 3 min ςτουσ 6°C. 
5) Μεταφορά ςτον απαγωγό και απομάκρυνςθ του υπερκείμενου. 
6) Επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ των κυττάρων ςε 1800 μl RPMI (10% FBS). 
7) Ρροςκικθ  200μl κρυοπροςτατευτικοφ DMSO (τελικό κρυοπροςτατευτικό 
διάλυμα 20% DMSO). 
8) Μεταφορά ςε cryovial. 
9) Αργι ψφξθ μζςα ςε  cryobox (1◦C/1 min) ςτουσ -80◦C. 
10) Αποκικευςθ ςτουσ -80◦C ι ςε υγρό άηωτο. 
 
Τλικά-Αντιδραςτιρια 
 Θρεπτικόυλικό:  RPMI, 10% FBS, 1% Antibiotic-antimycotic 
 PBS 1x (Phosphate Buffer Salts): 137 mM NaCl, 2.7 mm KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 
1.47 mM KH2PO4 
 RPMI (Biosera) 
 FBS (Biosera) 
 Antibiotic-antimycotic (Gibco) 
 DMSO (Sigma) 
 κρυψίνθ (Biosera) 
 ΕDTA (Merck) 
 NaCl (Merck) 
 KCl (Merck) 
 Na2HPO4 (Merck) 
 KH2PO4 (Merck) 
 Αικανόλθ (Sigma) 
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3.2 Απομόνωςη πλαςμιδιακού DNA ςε μικρή κλίμακα (mini 
preparation) 
 
Βακτθριακά κφτταρα (ςυνικωσ από stock γλυκερόλθσ) ενοφκαλμίηονται ςε 
3ml LB broth που περιζχει το κατάλλθλο αντιβιοτικό. Ακολουκεί επϊαςθ των 
καλλιεργειϊν για 12-14h ςτουσ 37°C υπό ανάδευςθ (210 rpm). Θ ακόλουκθ 
διαδικαςία πραγματοποιείται με βάςθ το πρωτόκολλο απομόνωςθσ πλαςμιδιακοφ 
DNA από κφτταρα E.coli, NucleoSpin®Plasmid/Plasmid (NoLid) - Isolation of high-
copy plasmid DNA. 
1. Καλλιέργεια και ςυλλογθ των βακτηριακών κυττάρων: 
Μεταφζρουμε 1,5 ml καλλιζργειασ βακτθριακϊν κυττάρων E.coli που 
αναπτφχκθκε ςε ζνα ςωλινα, φυγοκεντροφμε για 30 sec ςτα 11.000 xg. 
Απομακρφνουμε το υπερκείμενο και επαναλαμβάνουμε αυτό το βιμα. 
2. Λφςη των κυττάρων που περιέχονται ςτο ίζημα: 
Ρροςκζτουμε  250 μL Buffer A1 και κάνουμε vortex μζχρι να διαλυκεί το 
ίηθμα. Ρροςκζτουμε 250 μL Buffer A2 και ανακινοφμε ιπια 6-8 φορζσ 
αποφεφγοντασ τθ χριςθ του vortex. Επωάηουμε το δείγμα ςε κερμοκραςία 
δωματίου για 1-2 min. Ρροςκζτουμε 300 μL Buffer A3 και ανακινοφμε 6-8 φορζσ. 
3. Καιαριςμόσ του εκχυλίςματοσ: 
Φυγοκεντροφμε για 10 min ςτα 11.000 xg και κρατάμε το υπερκείμενο. 
4. Δέςμευςη του DNA: 
Τοποκετοφμε μια ςτιλθ NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid) ςε ζνα 
ςυλλεκτικό ςωλινα (collectiontube) των 2 mL και φορτϊνουμε ςε αυτι το 
υπερκείμενο του βιματοσ 3. Φυγοκεντροφμε για 1 min ςτα 11.000 xg, 
απομακρφνουμε το ζκλουςμα και τοποκετοφμε τθ ςτιλθ πίςω ςτο ςυλλεκτικό 
ςωλινα. Το DNA ζχει προςδεκεί ςτθ ςτιλθ. 
5. Πλφςη τησ μεμβράνησ ςιλικόνησ: 
Ρλφςθ τθσ ςτιλθσ με 500 μL Buffer AW, φυγοκζντριςθ για 1 min ςτα 11.000 
xg (απομακρφνουμε το ζκλουςμα). Ρροςκζτουμε 600 μL Buffer A4, φυγοκεντροφμε 
για 1 min ςτα 11.000 xg, πετάμε ςτο ζκλουςμα και τοποκετοφμε τθ ςτιλθ πίςω ςτον 
άδειο ςυλλεκτικό ςωλινα. 
6. Ξθρανςη τησ μεμβράνησ ςιλικόνησ: 
Φυγοκεντροφμε για 2 min ςτα 11.000 xg και πετάμε το ςυλλεκτικό ςωλινα. 
7. Έκλουςη του DNA: 
Τοποκετοφμε τθ ςτιλθ ςε νζο ςωλινα και προςκζτουμε 50 μL Buffer AE και 
ζπειτα επωάηουμε το δείγμα για 1 min ςε κερμοκραςία δωματίου. Τζλοσ, 
φυγοκεντροφμε για 1 min ςτα 11.000 xg.  
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Στθν παρακάτω εικόνα φαίνεται περιλθπτικά το πρωτόκολλο: 
 
 
 
Εικόνα 10: Συνοπτικι παρουςίαςθ του πρωτοκόλλου για τθν απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA από 
βακτθριακά κφτταρα.  
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3.3 Διαμόλυνςη κυττάρων θηλαςτικών με χρήςη λιποςωμάτων 
 
Η τεχνολογία του RNA interference (RNAi)  
Το RNAi αποτελεί ζνα ιςχυρό φαινόμενο εξειδικευμζνθσ γονιδιακισ ςίγθςθσ 
που πυροδοτείται από δίκλωνα μόρια RNA. Είναι ζνα φυςικό φαινόμενο που 
λαμβάνει χϊρα ςε φυτά, μφκθτεσ και ηϊα αποτελϊντασ μθχανιςμό προςταςίασ 
ζναντι ξζνων νουκλεϊκϊν οξζων. Το RNAi κεωρείται ςθμαντικό εργαλείο για 
κεραπευτικζσ δραςτθριότθτεσ που ςτοχεφουν το mRNA ενόσ γονιδίου που 
ςχετίηεται με μια αςκζνεια. 
Τα δίκλωνα μόρια που προκαλοφν τθ γονιδιακι ςίγθςθ ςτο RNAi, είτε 
παράγονται ενδογενϊσ από μικρά μθ-μεταφραηόμενα RNAs γνωςτά ωσ miRNAs, 
είτε χορθγοφνται εξωγενϊσ ςτο κφτταρο και ονομάηονται μικρά παρεμβαλλόμενα 
RNAs (siRNAs). Σε αντίκεςθ με τα miRNAs, τα siRNAs ςχετίηονται με τθν αποςιϊπθςθ 
που προκφπτει από διαγονίδια, ιοφσ, τρανςποηόνια και ειςαγόμενα RNA και ζτςι, 
μποροφν να κεωρθκοφν ενδιάμεςα ςτα μονοπάτια άμυνασ εναντίον ξζνων 
νουκλεοτιδίων. 
Μονοπάτι siRNA: Επιμικθ δίκλωνα μόρια RNA (dsRNA) ι δίκλωνα μόρια 
RNA με δομι φουρκζτασ (hairpin RNA, shRNA) επεξεργάηονται από το ςφμπλοκο 
Dicer, ζνα ζνηυμο με δράςθ παρόμοια με τθν RΝΑάςθ III. Ωσ αποτζλεςμα 
παράγονται μικρότερα μόρια, τα siRNAs, τα οποία φζρουν μονόκλωνα 
δινουκλεοτιδικά 3’ άκρα και φωςφορυλιωμζνα 5' άκρα, ενϊ το μικοσ τουσ δεν 
ξεπερνά τα 19 ηεφγθ βάςεων. Εναλλακτικά, μποροφν να ειςαχκοφν ςτο κφτταρο 
ζτοιμα siRNAs μικουσ 19-23 νουκλεοτιδίων (αυτά παρακάμπτουν πιο εφκολα τθν 
αντίδραςθ ιντερφερόνθσ του κυττάρου ςυγκριτικά με τα μεγάλα δίκλωνα μόρια 
RNA?), τα οποία και φωςφορυλιϊνονται από κυτταρικζσ κινάςεσ. Ακολοφκωσ τα 
παραγόμενα siRNAs ενςωματϊνονται ςτο ςφμπλοκο ςίγθςθσ επαγόμενο από RNA - 
RISC. Το τελευταίο καταλφει το ξετφλιγμα των δφο κλϊνων των siRNAs με ζνα ΑΤ΢-
εξαρτϊμενο τρόπο και οι ξετυλιγμζνοι αντινοθματικοί κλϊνοι οδθγοφν το RISC ςτα 
ςυμπλθρωματικά mRNAs-ςτόχουσ, γεγονόσ που πυροδοτεί τθν ενδονουκλεοτιδικι 
τμιςθ των mRNAs (Εικόνα 11).  
Μονοπάτι miRNA: Τα miRNAs εμπλζκονται ςε μια ποικιλία φυςιολογικϊν 
βιολογικϊν διεργαςιϊν που περιλαμβάνουν τθν απόπτωςθ, τθν αιμοποίθςθ, τθν 
ανάπτυξθ και τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό. Θ ζκφραςθ τουσ είναι ειδικι για 
ςυγκεκριμζνουσ ιςτοφσ και αναπτυξιακά ςτάδια και το προφίλ τουσ αλλάηει ςε 
διάφορεσ ανκρϊπινεσ αςκζνειεσ. (Grishok et al., 2001; Ambros et al., 2003; 
Carrington and Ambros, 2003). Ζχει εκτιμθκεί πωσ ο ςυνολικόσ αρικμόσ miRNA 
γονιδίων ςτον άνκρωπο κυμαίνεται ςτα 200-250. Σε αντίκεςθ με τα siRNAs, τα 
miRNAs δεν οδθγοφν ςυνικωσ ςε τμιςθ του mRNA-ςτόχου αλλά ςε καταςτολι τθσ 
μετάφραςθσ του. Ζχει δειχκεί πωσ ενιςχφουν και τθν αποικοδόμθςθ του mRNA, ενϊ 
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ζνασ τρίτοσ λιγότερο μελετθμζνοσ μθχανιςμόσ τα εμπλζκει ςτθν αναδιοργάνωςθ τθσ 
ετεροχρωματίνθσ (Derek et al., 2003; Lippman and Martienssen, 2004). 
Τα miRNAs μεταγράφονται από τθν RNA pol IIΙ ςε μεγάλα δίκλωνα μόρια 
RNA που φζρουν δομζσ βρόχου και καλοφνται pri-miRNAs. Αυτά κόβονται από το 
ςφμπλεγμα Drosha και παράγονται τα pre-miRNAs (70 νουκλεοτίδια), τα οποία με 
τθ ςειρά τουσ εξζρχονται από τον πυρινα ςτο κυτταρόπλαςμα όπου και 
αναλαμβάνει δράςθ θ Dicer. Θ τελευταία παράγει μικρά μονόκλωνα miRNAs (των 
22 νουκλεοτιδίων) τα οποία ενςωματϊνονται ςτο ςφμπλεγμα miRNP που 
κακοδθγείται ςτο mRNA-ςτόχο πυροδοτϊντασ τθν καταςτολι τθσ ζκφραςθσ του 
(Εικόνα 11). 
 
 
Εικόνα 11:  Μονοπάτια παραγωγισ miRNAs και siRNAs μορίων  
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Αποςιϊπθςθ απαδενυλαςϊν 
Ρροκειμζνου να γίνει αποςιϊπθςθ των απαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, 
CNOT6-LIKE, CNOT7 και CNOT8  και να ελεγχκεί θ επίδραςθ τθσ αποςιϊπθςισ τουσ 
ςτα μικθ των πολυ(Α) ουρϊν των μεταγράφων που μελετάμε, ζγινε διαμόλυνςθ 
των κυττάρων NCI-H520 με πλαςμιδιακό φορζα, ο οποίοσ ζφερε αλλθλουχία που 
κωδικοποιεί shRNAs ζναντι των πζντε απαδενυλαςϊν. 
Short-Hairpin RNAs (shRNAs) 
Για τθν αποςιϊπθςθ των απαδενυλαςϊν χρθςιμοποιικθκαν τρία 
διαφορετικά shRNAs για κάκε ζνηυμο, κλωνοποιθμζνα ςτο λεντι-ιϊκό πλαςμιδιακό 
φορζα pLKO.1-puro (Εικόνα 12).Tα shRNAs και τα χαρακτθριςτικά του 
ςυγκεκριμζνου φορζα παρζχουν ζνα ιςχυρό μοριακό εργαλείο μακροπρόκεςμθσ, 
ςτακερισ αποςιϊπθςθσ του επικυμθτοφ γονιδίου, μζςω του ςυςτιματοσ του RNAi 
κακϊσ και τθ δυνατότθτα αναγζννθςθσ του πλαςμιδίου μετά από μεταςχθματιςμό 
βακτθρίων με αυτό. Ο pLKO.1-puro περιζχει γονίδια ανκεκτικότθτασ ςτθν 
αμπικιλλίνθ και τθν πουρομυκίνθ για δυνατότθτα επιλογισ βακτθριακϊν και 
ευκαρυωτικϊν κυττάρων αντιςτοίχωσ, που ζλαβαν επιτυχϊσ το πλαςμίδιο. 
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Εικόνα 12:Ο χάρτθσ του πλαςμιδιακοφ φορζα pLKO.1- puro τθσ Sigma. Ραρατίκεται και ζνασ πίνακασ 
με  ςθμαντικζσ αλλθλουχίεσ-ςτοιχεία του φορζα. 
Ο μθχανιςμόσ δράςθσ των shRNAs ζγκειται ςτθν ενδοκυττάρια  μεταγραφι 
τθσ κλωνοποιθμζνθσ ςτο φορζα αλλθλουχίασ shRNA με τθν παραγωγι μικρϊν 
δίκλωνων μορίων RNA που φζρουν μια δευτεροταγι δομι φουρκζτασ. Στθ ςυνζχεια 
αυτά τα δίκλωνα μόρια επεξεργάηονται από τθ Dicer και παράγουν μια ομάδα από 
siRNAs που αναγνωρίηουν ειδικά τον επικυμθτό mRNA-ςτόχο, ο οποίοσ 
αποικοδομείται μζςω του ςυμπλόκου ςίγθςθσ RISC (Εικόνα 13). 
Τα siRNAs/shRNAs για να είναι αποτελεςματικά κα πρζπει να διακζτουν 
ςυγκεκριμζνα χαρακτθριςτικά (Taxman et al., 2006), τα οποία παρατίκενται ςτον 
πίνακα 3. 
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Εικόνα 13:Μθχανιςμόσ αποςιϊπθςθσ μζςω πλαςμιδιακϊν φορζων που μεταγράφουν shRNAs. 
. 
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Πίνακασ 3. Χαρακτθριςτικά βάςει των οποίων επιλζχκθκαν τα shRNAs. 
Κριτιρια επιλογισ siRNAs/ shRNAs  
Μζγεκοσ siRNA: ≈21nt με αρχι ΑΑ 
Επιλογι 2-4 αλλθλουχιϊν ςτόχων 
Αποφυγι καταλοίπων G ςτα άκρα 
5ϋ ΑΑ και 3ϋUU (μεγάλθ αποτελεςματικότθτα) 
30%-50% GC (υψθλό ποςοςτό GC μειϊνει τθν αποτελεςματικότθτα) 
Πχι πολλζσ επαναλιψεισ Τ ι Α γιατί αποτελοφν ςιμα τερματιςμοφ μεταγραφισ 
από τθν RNA πολυμεράςθ 
Επιλογι τμθμάτων mRNA ςε διαφορετικζσ κζςεισ κατά μικοσ του γονιδίου 
 
Πλα τα shRNAs ςτοχεφουν ςε διαφορετικζσ κζςεισ κατά μικοσ του mRNA 
των απαδενυλαςϊν και ζχουν τθ γενικι δομι: 
5ϋ―Sensesequence― Hairpin sequence ― Antisense sequence ― 3ϋ 
 
Ωσ control ςτθν αποςιϊπθςθ των απαδενυλαςϊν χρθςιμοποιικθκαν, εκτόσ 
από κφτταρα WT, και κφτταρα ςτα οποία ειςιχκθ πλαςμίδιο pLKO.1 που φζρει μια 
εξειδικευμζνθ αλλθλουχία shRNA, θ οποία δεν ζχει ομολογία προσ κανζνα γνωςτό 
γονίδιο των κθλαςτικϊν, τα επονομαηόμενα MockSH κφτταρα (MSH). 
 
 
 
Εικόνα 14: Ρλαςμιδιακόσ φορζασ pLKO.1 
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Θ επιλογι των κυττάρων που ζχουν λάβει το πλαςμίδιο, ζγινε με 
πουρομυκίνθ (6μg/mL), 12h μετά από τθ διαμόλυνςθ.   
 
 
Πρωτόκολλοδιαμόλυνςθσ (Xfect™ Transfection Reagent Protocol-At-A-Glance): 
1) Ρρϊτο βιμα αποτελεί θ κρυψινοποίθςθ των κυττάρων μιασ Τ75 flask ςτθν οποία θ 
πλθρότθτα των κυττάρων είναι 95%-100%.  
2) Σε κάκε well ενόσ 12-well plate προςκζτουμε το 1/12 από τα παραπάνω 
κρυψινοποιθμζνα κφτταρα ζτςι ϊςτε ςε κάκε well να ζχουμε πλθρότθτα περίπου 
90-95% μετά από 24h, μετά από επϊαςθ ςτουσ 37oC. Θ πλθρότθτα αυτι 
ενδείκνυται για τθ διαμόλυνςθ. 
3) Για τθ διαμόλυνςθ χρθςιμοποιικθκε το X-fect reagent, το οποίο περιζχει το X-fect 
Polymer και το X-fect Reaction Buffer. Το X-fect Polymer ςχθματίηει κατιονικά 
λιποςωμάτια και επιτρζπει τθ διαμόλυνςθ πλαςμιδιακοφ DNA ςτα κφτταρα των 
κθλαςτικϊν με πολφ μεγάλθ απόδοςθ. Το αντιδραςτιριο αυτό ςυνδυαηόμενο με 
DNA, ςχθματίηει λιποςϊματα που ςυντικονται με τθν κυτταρικι μεμβράνθ των 
κυττάρων-ςτόχων και αποχφνουν το περιεχόμενο DNA ςτο εςωτερικό του κυττάρου 
(ςτθν περίπτωςι μασ μιλάμε για πλαςμίδια που φζρουν shRNAs) (Felger et al., 
1994). Μεταβολζσ των χρθςιμοποιοφμενων ςυγκεντρϊςεων DNA και X-fect Polymer 
είναι απαραίτθτεσ για τθν βελτιςτοποίθςθ τθσ διαμόλυνςθσ. Επίςθσ, είναι αναγκαία 
ςτα πειράματα αποςιϊπθςθσ και θ φπαρξθ κυττάρων που χρθςιμεφουν ωσ control 
και τα οποία δε διαμολφνονται, κακϊσ και ωσ αρνθτικό control κφτταρα τα οποία 
διαμολφνονται με πλαςμιδιακό φορζα που φζρει μια εξειδικευμζνθ αλλθλουχία 
shRNA, θ οποία δεν ζχει ομολογία προσ κανζνα γνωςτό γονίδιο των κθλαςτικϊν 
επονομαηόμενα ωσ κφτταρα MSH (MockSH). H ςφγκριςθ ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των 
απαδενυλαςϊν των διαμολυςμζνων κυττάρων κα γίνει με τα κφτταρα MSH. 
4) Για το ςχθματιςμό των λιποςωμάτων ετοιμάηουμε δφο διαλφματα: ζνα DNAmix και 
ζνα X-fectmix ςφμφωνα με τισ εξισ ενδείξεισ:  
α. DNA mix: 1,5 μg πλαςμιδίουςε  50 μl X-fect Reaction Buffer ανά well 
β. X-fect mix: 0,45 μl X-fect Polymer ςε  50 μl X-fect Reaction Buffer ανά well 
5) Ραραςκευι του transfectionmix: Αναμιγνφουμε τα DNAmix και X-fectmix και τα 
αφινουμε να επωαςτοφν για 10 min ςε κερμοκραςία δωματίου. 
6) Ραράλλθλα απομακρφνουμε από κάκε well το κρεπτικό υλικό με αναρρόφθςθ και 
ξεπλζνουμε τα κφτταρα με κρφο και αποςτειρωμζνο PBS 1x (0,5 ml) δφο φορζσ. Ρριν 
τθν προςκικθ του transfectionmix προςκζτουμε κρεπτικό υλικό χωρίσ αντιβιοτικά-
αντιμυκωτικά και χωρίσ ορό (FBS) ςε κάκε well (0,5 mlRPMI/well). 
7) Μετά το πζρασ του χρόνου επϊαςθσ του transfectionmix, μοιράηουμε το τελευταίο 
με κυκλικό τρόπο ςτα κφτταρα που προορίηονται για διαμόλυνςθ και αφινουμε το 
12-well plate να επωαςτεί ςτουσ 37oC. 
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8) Μετά από 6 ϊρεσ απομακρφνουμε το κρεπτικό υλικό από τα διαμολυςμζνα 
κφτταρα και το αντικακιςτοφμε μετά από δφο πλφςεισ με 0,5 mlPBS 1x, με 0,5 
mlφρζςκο RPMI (10% FBS, 1% Αntibiotic-Antimycotic) το οποίο περιζχει επιπλζον 
και το αντιβιοτικό επιλογισ (ςτθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε πουρομυκίνθ 
ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 1-10 μg/ml κρεπτικοφ υλικοφ). 
Θ ςυλλογι των διαμολυςμζνων κυττάρων ζγινε 48 ϊρεσ μετά από τθ διαμόλυνςθ 
(ςφμφωνα με το πρωτόκολλο τθσ ςχετικισ ενότθτασ). 
 
 
Τλικά-Αντιδραςτιρια 
 Total DNA, RNA, and protein isolation kit NucleoSpin® TriPrep (Macherey-Nagel) 
 Θρεπτικόυλικό:  RPMI, 10% FBS, 1% Antibiotic-antimycotic 
 PBS 1x (Phosphate Buffer Salts): 137 mM NaCl,  2.7 mM KCl,  4.3mM Na2HPO4, 
1.47 mM KH2PO4 
 Τρυψίνθ: 0,05% ΕDTA 
 X-fect reagent (Clontech) 
 shRNAs (Sigma) 
 pLKO.1-puro vector (Sigma) 
 Puromycin (Sigma) 
 RPMI (Biosera) 
 FBS (Biosera) 
 Antibiotic-antimycotic (Gibco) 
 Τρυψίνθ (Biosera) 
 ΕDTA (Merck) 
 NaCl (Merck) 
 KCl (Merck) 
 Na2HPO4(Merck) 
 KH2PO4(Merck) 
 Αικανόλθ(Sigma) 
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3.4 Απομόνωςη ολικού RNA από κύτταρα θηλαςτικών 
 
Για τθν απομόνωςθ του ολικοφ RNA από τα κφτταρα NCI-H520 
χρθςιμοποιικθκε το TotalDNA, RNA, andproteinisolationkitNucleoSpin® TriPrep τθσ 
MachereyNagel. Θ διαδικαςία περιλαμβάνει τα παρακάτω βιματα: 
1. Συλλζγουμε από το 12 wellplate 0,5 ml  κυττάρων, διαλυτοποιθμζνων ςε PBS. 
2. Για τθν λφςθ του δείγματοσ προςκζτουμε ςτο ίηθμα 350 μL Buffer RP1 και 3,5 
μL β-μερκαπτοαικανόλθ και κάνουμε vortex για 10 sec. 
3. Τοποκετοφμε τθν ςτιλθ NucleoSpin® Filter (violetring) ςε ζνα ςυλλεκτικό 
ςωλινα (2 mL), προςκζτουμε το μίγμα και φυγοκεντροφμε για 1 min ςτα 11.000 
xg. 
4. Απορρίπτουμε τθ ςτιλθ, προςκζτουμε 350 μL αικανόλθσ (70%) και αναδεφουμε 
πιπετάρωντασ για περίπου 5 φορζσ. 
5. Για κάκε δείγμα παίρνουμε μια ςτιλθ NucleoSpin® TriPrepColumn 
(lightbluering) τοποκετθμζνθ ςε ζνα ςυλλεκτικό ςωλινα και προςκζτουμε το 
εκχφλιςμα. Το RNA και το DNA είναι προςδεδεμζνο ςτθ ςτιλθ, ενϊ οι 
πρωτεΐνεσ βρίςκονται ςτο ζκλουςμα. 
6. Ρροςκζτουμε 500 μL DNA Wash (1θ πλφςθ) ςτθ ςτιλθ και φυγοκεντροφμε για 1 
min ςτα 11.000 xg. Απορρίπτουμε το ζκλουςμα και ξαναχρθςιμοποιοφμε το 
ςυλλεκτικό ςωλινα. 
Για τθ δεφτερθ πλφςθ προςκζτουμε 500 μL DNA Wash ςτθ ςτιλθ και 
φυγοκεντροφμε για 1 min ςτα 11.000 xg. Απορρίπτουμε το ςυλλεκτικό ςωλινα 
με το ζκλουςμα. 
7. Τοποκετοφμε τθ ςτιλθ ςε ζνα ςυλλεκτικό ςωλινα 1,5 mL. Ανοίγουμε το πϊμα 
τθσ ςτιλθσ και αφινουμε να ςτεγνϊςει για 3 min ςε κερμοκραςία δωματίου. 
8. Ρροςκζτουμε 100 μL DNA Elute ςτθ ςτιλθ και επωάηουμε για 1-5 min. Με 
φυγοκζντριςθ για 1 min ςτα 11.000 xg επιτυγχάνεται θ ζκλουςθ του DNA. 
9. Για τθν απομάκρυνςθ του εναπομείναντοσ ςτθ ςτιλθ DNA προςκζτουμε 95 μL 
rDNase reaction mixture (10 μL reconstituted rDNase + 90 μL Reaction Buffer for 
rDNase) και επωάηουμε για 15 min ςε κερμοκραςία δωματίου. 
10. Ρροςκζτουμε 200 μL Buffer RA2, φυγοκεντροφμε για 1 min ςτα 11.000 x g και 
τοποκετοφμε τθ ςτιλθ ςε νζο ςυλλεκτικό ςωλινα (2 mL). 
11. Ρροςκζτουμε 600 μL Buffer RA3, φυγοκεντροφμε για 30 sec ςτα 11.000 x g, 
πετάμε το διικθμα και τοποκετοφμε τθ ςτιλθ πίςω ςτο ςυλλεκτικό ςωλινα. 
12. Ρροςκζτουμε 250 μL Buffer RA3, φυγοκεντροφμε για 2 min ςτα 11.000 x g και 
τοποκετοφμε τθ ςτιλθ ςε ζνα ςυλλεκτικό ςωλινα ελεφκερο ριβονουκλεαςϊν 
(1,5 mL). 
13. Εκλοφουμε το RNA ςε 60 μL H2O ελεφκερο ριβονουκλεαςϊν και φυγοκεντροφμε 
για 1 min ςτα 11.000 x g. 
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Εικόνα 15: Συνοπτικι παρουςίαςθ του πρωτοκόλλου για τθν απομόνωςθ ολικοφ RNA από κφτταρα 
κθλαςτικϊν  
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3.5 Aλυςιδωτή αντίδραςη πολυμεράςησ πραγματικού χρόνου ςε 
δύο βήματα (Σwo-step Real Time PCR ) 
 
Θ Real Time PCR είναι μία από τισ πιο διαδεδομζνεσ μεκόδουσ 
προςδιοριςμοφ γονιδιακισ ζκφραςθσ. Είναι μία ιδιαίτερα ευαίςκθτθ και 
εξειδικευμζνθ τεχνικι κακϊσ μπορεί να ανιχνεφςει ακόμα και ζνα αντίγραφο ενόσ 
μεταγράφου ι ακόμα να ανιχνεφςει διαφορετικά επίπεδα ζκφραςθσ μεταξφ δφο 
δειγμάτων. Μπορεί να διεξαχκεί ςε ζνα βιμα (one step reaction), όπου θ όλθ 
διαδικαςία από τθ ςφνκεςθ του cDNA μζχρι τθν αντίδραςθ πολυμεράςθσ ςυμβαίνει 
ςτο ίδιο tube, ι ςε δφο βιματα (two-steps) όπου θ αντίςτροφθ μεταγραφι και θ 
ενίςχυςθ του παραγόμενου cDNA πραγματοποιοφνται ςε διαφορετικά tubes. Θ one 
step Real time PCR κεωρείται ότι μειϊνει τθν πειραματικι απόκλιςθ γιατί οι 
ενηυμικζσ αντιδράςεισ ςυμβαίνουν ςτο ίδιο tube. Ωςτόςο αυτι θ μζκοδοσ 
χρθςιμοποιεί μία αρχικι RNA μιτρα θ οποία είναι επιρρεπισ ςε αποικοδόμθςθ. 
Θ Real Time PCR επιτρζπει τθ μζτρθςθ τθσ ποςότθτασ των προϊόντων και 
κατ’ επζκταςθ τθν παρακολοφκθςθ του ρυκμοφ πολλαπλαςιαςμοφ ενόσ μορίου-
ςτόχου ςε όλθ τθ διάρκεια τθσ PCR.  Φςτερα από μια αρχικι φάςθ κατά τθν οποία 
δεν είναι ανιχνεφςιμο το προϊόν τθσ PCR λόγω του ότι βρίςκεται ςε πολφ μικρι 
ποςότθτα, ακολουκεί μία εκκετικι φάςθ κατά τθν οποία θ ποςότθτα του προϊόντοσ 
ςχεδόν διπλαςιάηεται ςε κάκε κφκλο. Αν υπάρχουν περιςςότερα μόρια-ςτόχοι 
αρχικά ςτο tube, κα χρειαςτοφν λιγότεροι κφκλοι για να ξεκινιςει θ εκκετικι φάςθ. 
Συγκρίνοντασ τον αρικμό των κφκλων που απαιτοφνται για τθν ζλευςθ τθσ εκκετικισ 
φάςθσ ςε διαφορετικζσ αντιδράςεισ, μποροφμε να προςδιορίςουμε τθν αρχικι 
ποςότθτα των μορίων που χρθςιμοποιικθκαν ωσ μιτρα ςτισ αντιδράςεισ. 
Υπάρχουν αρκετζσ διαφορετικζσ προςεγγίςεισ για τον προςδιοριςμό του 
προϊόντοσ τθσ PCR που υπάρχει ςτο τζλοσ κάκε κφκλου, αλλά όλεσ βαςίηονται ςτθν 
ανίχνευςθ μιασ φκορίηουςασ ετικζτασ (tag), θ οποία ςυνδζεται ςε κάκε μόριο που 
ςυντίκεται. Οι πρϊτεσ ετικζτεσ που χρθςιμοποιικθκαν ιταν το βρωμιοφχο αικίδιο 
και το SYBRGreenI. Και τα δφο ειςχωροφν ςτισ αφλακεσ του δίκλωνου DNA. 
Στθν παροφςα πειραματικι εργαςία εφαρμόςαμε τθν ποςοτικι RT-PCR δφο 
ςταδίων. Για τθ ςφνκεςθ του cDNA ακολουκιςαμε το πρωτόκολλο Mir-X™ miRNA 
First-Strand Synthesis and SYBR® τθσ Clontech, ενϊ για τθν ενίςχυςθ με qRT-PCR 
ακολουκικθκε το πρωτόκολλο KAPA SYBR® FASTqPCR τθσ Kapa Biosystems. Στο 
πρϊτο ςτάδιο, λοιπόν, ζγινε ςφνκεςθ cDNA με μιτρα μόρια RNA, 
ςυμπεριλαμβανομζνου των miRNAs, ενϊ ςτο δεφτερο ςτάδιο ζγινε θ 
ποςοτικοποίθςθ των μορίων με ενίςχυςθ qRT-PCR.  
Το Mir-X miRNA First-Strand Synthesis Kit χρθςιμοποιείται για τθ μετατροπι 
των μορίων mRNA ςε cDNA, και των εξειδικευμζνων μορίων miRNAs, τα οποία δεν 
φζρουν πολυ(Α) ουρά, ςε αντίκεςθ με τα mRNAs, και θ ποςοτικοποίθςθ με RT-PCR 
κα ιταν αδφνατθ ςε ζνα μόνο βιμα. Ζτςι, λοιπόν, ςε μία μονι αντίδραςθ όλα τα 
μόρια RNA πολυαδενυλιϊνονται από τθν πολυ(Α)πολυμεράςθ, και ακολουκεί 
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αντίςτροφθ μεταγραφι ςε cDNA, με τθ βοικεια αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ. Θ 
τελευταία χρθςιμοποιεί ωσ εκκινθτι τον oligo-dTprimer που ζχει 
ςυμπλθρωματικότθτα με τθν πολυ(Α) ουρά. Με αυτό τον τρόπο, μποροφμε να 
εξετάςουμε τισ αλλαγζσ ςτα επίπεδα επιλεγμζνων miRNAs και mRNAs (Εικόνα 16). 
 
 
Εικόνα 16: Βιματα που ακολουκοφνται ςτθν two-stepRT-PCR ςφμφωνα με το πρωτόκολλο τθσ 
ClontechMir-X™ miRNAFirst-StrandSynthesis.  
 
΢φνκεςθ cDNA 
Για τθ ςφνκεςθ του cDNA ακολουκοφμε τθν εξισ διαδικαςία: 
1. Σε ζνα tube 0,2 ml ελεφκερο ριβονουκλεαςϊν ςυνδυάηονται τα εξισ 
αντιδραςτιρια: 
 
 
 
2. Επϊαςθ ςε κερμοκυκλοποιθτι ςτουσ 37οC για μία ϊρα και ακολουκεί 
αδρανοποίθςθ των ενηφμων ςτουσ 85οC για 5 min. 
3. Αραίωςθ του νεοςυντικζμενου δείγματοσ cDNAμε προςκικθ 90 μlddH2O (ζωσ 
τελικό όγκο 100 μl) . 
4. Το δείγμα cDNA που προκφπτει είναι ζτοιμο προσ χριςθ ςτθν qRT-PCR. 
Αποκθκεφουμε το δείγμα cDNA ςτουσ –20°C, ζωσ ότου γίνει προετοιμαςία τθσ 
PCR, ι αν επικυμοφμε θ τελευταία να γίνει άλλθ χρονικι ςτιγμι. 
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qRT-PCR 
 
Για τθν ποςοτικοποίθςθ των mRNAs των απαδενυλαςϊν εφαρμόςτθκε 
ςυγκριτικι ποςοτικι Real TimePCR (Comparative qRT-PCR) με τθ μζκοδο ΔΔCt, με 
τθν οποία θ κανονικοποίθςθ γίνεται με τθ βοικεια ιδιοςυςτατικϊν γονιδίων 
αναφοράσ. Με τθν εν λόγω μζκοδο, τα επίπεδα των mRNAs των απαδενυλαςϊν 
κακορίςτθκαν ςυγκριτικά με τα επίπεδα του γονιδίου αναφοράσ (β-ακτίνθ).  
 
 
Μζκοδοσ ΔΔCt 
 
Ο προςδιοριςμόσ των επιπζδων των mRNAs μεταξφ δφο δειγμάτων (control 
και εξεταηόμενο δείγμα) γίνεται βάςει τθσ παρακάτω εξίςωςθσ: 
 
 
 
Ππου: 
Εtarget ο βακμόσ ενίςχυςθσ του mRNA. 
Εrefo βακμόσ ενίςχυςθσ του γονιδίου αναφοράσ (β-ακτίνθσ). 
Ctο κφκλοσ αντίδραςθσ κατά τον οποίο επιτυγχάνεται θ ουδόσ φκοριςμοφ 
τθσ χρωςτικισ παρακολοφκθςθσ τθσ ενίςχυςθσ (SYBR Green dye). 
ΔCttargetθ διαφορά Ctcontrol– Cttreatedτου mRNA ςτο control  και ςτο 
εξεταηόμενο δείγμα αντίςτοιχα. 
ΔCtreferenceθ διαφορά Ctcontrol – Cttreatedβ-ακτίνθσ ςτο control  και ςτο 
εξεταηόμενο δείγμα.  
 
Ο βακμόσ ενίςχυςθσ Ε,  κεωρθτικά προςεγγίηει τθν τιμι 2, κάτι που ςθμαίνει 
ότι ςε κάκε κφκλο αντίδραςθσ τθσ PCR, ο ςτόχοσ διπλαςιάηεται. 
Οι ποςότθτεσ των αντιδραςτθρίων που χρθςιμοποιικθκαν για τθν qRT-PCR 
παρουςιάηονται ςτον πίνακα 4, ενϊ τo κερμικό προφίλ του κυκλοποιθτι τθσ 
αντίδραςθσ PCR ορίςτθκε όπωσ φαίνεται ςτον πίνακα 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:49:43 EET - 137.108.70.7
48 
 
Πίνακασ 4.Ενίςχυςθ mRNA των PARN, CNOT6L, CNOT6, CNOT7, CNOT8 και β-ακτίνθσ. 
 
Reagent Volume (μl) 
KAPA SYBRMix 10 
Forward Primer (10 µM)0,2 
Reverse Primer (10 µM)                         0,2 
ROX dye low                                             0,4 
cDNA2 
ddΘ2Ο                                                        7,2 
Total volume                                             20 
 
Ππου:  
KAPASYBR mix αποτελεί μίγμα πολυ(Α) πολυμεράςθσ, dNTPs, ιόντων Mg2+ και 
χρωςτικισ παρακολοφκθςθσ SYBR Green. 
Forward και Reverse Primerοι εξειδικευμζνοι εκκινθτζσγια το mRNAτθσ κάκε 
απαδενυλάςθσ. 
ROXdye θ χρωςτικι αναφοράσ, θ οποία μειϊνει το κόρυβο του μθχανιματοσ 
(κερμοκυκλοποιθτι). 
 
Πίνακασ 5. Θερμικό προφίλ ενίςχυςθσ mRNAs των απαδενυλαςϊν και τθσ  β-ακτίνθσ 
Σype of reaction  Cycling conditions 
   Denaturation (1 cycle) 95οC, 3min 
 
Amplification (x40 cycles) 
95οC, 3sec 
60οC, 30sec 
72οC, 11sec 
95οC, 1min 
 
55 oC, 30sec 
 
  
95 oC, 30sec 
 
 
 
Dissociation 
              (1 cycle) 25οC, 3min
 
               (1 cycle) 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:49:43 EET - 137.108.70.7
49 
 
Ρροκειμζνου να ελαχιςτοποιθκοφν τα ςφάλματα, οι αντιδράςεισ για τθν 
ποςοτικοποίθςθ των mRNAs πραγματοποιικθκαν εισ τριπλοφν. Για κάκε 
διαφορετικό ηεφγοσ εκκινθτϊν, ςτθν αντίδραςθ ςυμπεριλιφκθκε ωσ αρνθτικό 
control, αντίδραςθ NTC που ςτεροφνταν δείγματοσ cDNA (No Template Control).   
Θ ανάλυςθ των δεδομζνων μετά τθν ενίςχυςθ των δειγμάτων ζγινε με τθ 
βοικεια του προγράμματοσ ΜxPro. 
Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν, παρατίκενται ςτον 
παρακάτω πίνακα 6. 
 
 
Πινάκασ 6. Εκκινθτζσ των παραγόντων που μελετικθκαν 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Τλικά & Αντιδραςτιρια 
o Mir-X™ miRNA First-Strand Synthesis kit (Clontech) 
o K-SYBR® qRT-PCR kit (Kapa) 
 
 
 
 
PARN 
 
FORWARD 
CAGCAGAAACATGCCAAAGA 
 
 
REVERSE 
CCAAGAGTCTGGGGAAAACA 
 
CNOT6-LIKE 
 
FORWARD 
CGGCTCTTCCAGCTACAAAC  
 
REVERSE 
GGAAGCTGCTCGGATGAAC  
CNOT6 
 
 
 
FORWARD 
TTGCCAAGCTTCACAATCTG 
 
REVERSE 
CCGTCTTGTTCCATCTGGTT 
 
CNOT7 
 
 
FORWARD 
GGATTACAGGAGGTGGCAGA 
 
REVERSE 
GAACCAGAACCAAGGCCATA 
CNOT8 FORWARD GGATTTGCAGAGGATTGGAA 
 
REVERSE TCACTGCTGCATGTTGTTGA 
b-actin 
 
FORWARD GGACTTCGAGCAAGAGATGG 
REVERSE AGCACTGTGTTGGCGTACAG 
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3.6 Προςδιοριςμόσ τησ κατάςταςησ πολυαδενυλίωςησ των 
επιλεγμένων mRNAs των παραγόντων EPHA7, ROBO2 και CYTH4 με 
δοκιμή LM-PAT μετά από αποςιώπηςη των απαδενυλαςών PARN, 
CNOT6, CNOT6-LIKE, CNOT7, CNOT8 
 
Θ πολυαδενυλίωςθ είναι χαρακτθριςτικό γνϊριςμα των περιςςότερων 
ευκαρυωτικϊν mRNAs και εμπλζκεται ςε πολλζσ πτυχζσ τθσ λειτουργίασ του mRNA. 
Οι πτυχζσ αυτζσ περιλαμβάνουν τθν επεξεργαςία του mRNA, τθ μεταφορά, τθ 
ςτακερότθτα, και τθν αποτελεςματικότθτα τθσ μετάφραςισ του (Salles et. al 1999). 
Θ ςτακερότθτα και θ αποικοδόμθςθ του mRNA είναι κρίςιμεσ για τθν ρφκμιςθ τθσ 
γονιδιακισ ζκφραςθσ (Hedda et al 2007). Μεταβολζσ ςτθν ζκταςθ τθσ 
πολυαδενυλίωςθσ μπορεί να επθρεάςουν τθ γονιδιακι ζκφραςθ με διαφορετικοφσ 
τρόπουσ. Για παράδειγμα, κατά τθ διάρκεια ςπερματογζνεςθσ ςτον ποντικό, θ 
βράχυνςθ τθσ πολυ(Α) ουράσ μπορεί να ςυςχετιςτεί με μεταφραςτικι 
ενεργοποίθςθ. Αντίκετα ςτα ωοκφτταρα του ποντικοφ, θ απαδενυλίωςθ 
ςυςχετίηεται με μεταφραςτικι καταςτολι ενϊ θ κυτταροπλαςματικι επιμικυνςθ 
τθσ πολυ(Α) ουράσ ςυνδζεται με μεταφραςτικι ενεργοποίθςθ (Salles et. al, 1999). Θ 
ρφκμιςθ τθσ απαδενυλίωςθσ κρίνεται απαραίτθτθ, κακϊσ ςυνκικεσ ανεξζλεγκτθσ 
απαδενυλίωςθσ κα οδθγοφςαν ςε καταςτροφι και κάνατο του κυττάρου. Τα 
ςτακερά και μεταγραφικά ενεργά mRNAs πρζπει να προςτατευκοφν από τθν 
απαδενυλίωςθ, ενϊ τα αςτακι και μθ φυςιολογικά κα πρζπει να 
απαδενυλιϊνονται και να οδθγοφνται ςε αποικοδόμθςθ (Goldstrohm & Wickens, 
2008). Στον καρκίνο, θ απορρφκμιςθ των μθχανιςμϊν που ελζγχουν τθ ςτακερότθτα 
των mRNAs, μπορεί να οδθγιςει ςε αυξθμζνθ παραγωγι ογκογόνων προϊόντων 
και/ι μείωςθ ογκοκαταςταλτικϊν πρωτεϊνϊν (Kim and Lee, 2009). Επομζνωσ, για να 
είναι δυνατι μια πλιρθσ κατανόθςθ τθσ γονιδιακισ ρφκμιςθσ, απαιτοφνται 
δοκιμαςίεσ πολυαδενυλίωςθσ που μποροφν να παρακολουκοφν με ευαιςκθςία 
αλλαγζσ ςτο μικοσ τθσ πολυ(Α) ουράσ (Salles et. al, 1999).   
Οι κυριότερεσ μζκοδοι για τον προςδιοριςμό τθσ κατάςταςθσ 
πολυαδενυλίωςθσ ενόσ mRNA ςτο πλαίςιο του ςυνολικοφ κυτταρικοφ RNA είναι 
τρεισ. 
 
 
1) ολιγο(dT)/RNase Η-Northern 
 
Θ κλαςικι δοκιμι για τον κακοριςμό τθσ κατάςταςθσ πολυαδενυλίωςθσ 
ονομάηεται ολιγο(dT)/RNase Θ-Northern και περιλαμβάνει ανάλυςθ Northern 
απομονωμζνου RNA που επωάηεται παρουςία τθσ ριβονουκλεάςθσ Θ (RNaseH) με ι 
χωρίσ τθν προςκικθ ολιγο(dT). Τα ολιγο(dT) υβριδοποιοφνται με τθν πολυ(Α) ουρά 
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των mRNAs. Θ ριβονουκλεάςθ Θ αναγνωρίηει τα υβρίδια RNA:DΝΑ 
[ολιγο(dT):πολυ(Α) ουρά+και κόβει το RNA (Εικόνα 17) (Salleset. al, 1999).   
Ενϊ αυτι θ δοκιμι είναι χρονοβόρα, απαιτεί απομόνωςθ μεγάλθσ 
ποςότθτασ RNA και δεν είναι αρκετά ευαίςκθτθ, μπορεί να είναι χριςιμθ, ιδίωσ 
όταν αποδεικνφεται προβλθματικό το ςτάδιο τθσ PCR ςτισ μεκόδουσ που 
ακολουκοφν. Μπορεί να χρθςιμοποιθκεί, όταν είναι εφικτό, για τθν επικφρωςθ των 
αποτελεςμάτων που λαμβάνονται με τισ υπόλοιπεσ δοκιμαςίεσ PAT.  
 
 
 
 
Εικόνα 17: Δοκιμι ολιγο(dT)/RNase Θ-Northern. Το crosshatchedbox αντιπροςωπεφει τα ολιγο(dT). 
Στο παράδειγμα, το ① απεικονίηει τθν κατάςταςθ πριν τθν πολυαδενυλίωςθ, ενϊ το ② τθν 
κατάςταςθ μετά τθν πολυαδενυλίωςθ, όπου το μικοσ τθσ ουράσ είναι μεγαλφτερο.  
  
 
Ρρόςφατα, ωςτόςο, ζχουν αναπτυχκεί δφο τεχνικζσ που βαςίηονται ςτθ 
ςφνκεςθ cDNA από ζναν εκκινθτι ολιγο(dT) και τθν επακόλουκθ ενίςχυςθ των 
προϊόντων cDNA με PCR, οι οποίεσ παρζχουν ςθμαντικά πλεονεκτιματα ςε 
ςφγκριςθ με τθν παραπάνω μζκοδο. Αυτζσ οι δοκιμαςίεσ, θ RACE-PAT [rapid 
amplification of cDNA ends PAT+ και θ LM-PAT [ligase-mediated PAT], επιτρζπουν τθ 
γριγορθ και ακριβι ποςοτικοποίθςθ του μικουσ τθσ πολυ(Α) ουράσ ανεξάρτθτα 
από το μζγεκοσ του mRNA. Θ δοκιμι RACE-΢ΑΤ είναι κατάλλθλθ για τθν ανάλυςθ 
πολλϊν διαφορετικϊν δειγμάτων ι ςε περιπτϊςεισ όπου υπάρχουν μεγάλεσ 
αλλαγζσ ςτθν πολυαδενυλίωςθ.Το LM-PAT κυςιάηει ζνα μζροσ του χρόνου για να 
κερδίςει περιςςότερο ακριβι ποςοτικοποίθςθ του μικουσ τθσ πολυ(Α) ουράσ. 
Ρροτιμάται όταν αναλφονται πολυ(Α) ουρζσ μικροφ μικουσ ι όταν παρατθροφνται 
λιγότερο δραματικζσ αλλαγζσ ςτο μικοσ τθσ ουράσ (Salles et. al, 1999).   
Και οι δφο δοκιμαςίεσ είναι δοκιμαςίεσ δφο ςταδίων: αρχικά, ςυντίκενται 
PAT cDNAs. Στθ ςυνζχεια, το μικοσ τθσ πολυ(Α) ουράσ του κάκε mRNA εντόσ του 
δείγματοσ προςδιορίηεται με μια πρότυπθ αντίδραςθ PCR. 
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2) RACE-PAT (Rapid Amplification of cDNA Ends-Poly(A) Test) 
 
Στθ δοκιμι RACE-PAT το ολικό RNA μεταγράφεται αντίςτροφα με ζναν 
εκκινθτι ολιγο(dT) ςυνδεδεμζνο ςε μια αλλθλουχία πλοφςια ςε G/C που ονομάηεται 
άγκυρα ολιγο(dT) [oligo(dT) anchor+. Υβριδοποίθςθ του εκκινθτι ολιγο(dT) ςτισ 
πολυ(Α) ουρζσ τουmRNA μπορεί να ςυμβεί ςε οποιοδιποτε ςθμείο κατά μικοσ τθσ 
πολυ(Α) ουράσ. Ζτςι, ςυντίκεται με αντίςτροφθ μεταγραφι ζνα ετερογενζσ ςφνολο 
cDNAsπου ζχει υβριδοποιθκεί ςε όλεσ τισ πικανζσ κζςεισ (Εικόνα 18). Επακόλουκθ 
αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR) αυτοφ του ςυνόλου με ζναν 
εξειδικευμζνο εκκινθτι (message-specific primer) και τον oligo(dT) anchor αποδίδει 
ζνα μίγμα προϊόντων ενιςχυμζνων με PCR που αντιπροςωπεφουν το μικοσ τθσ 
πολυ(Α) ουράσ του mRNA που εξετάηεται. Θ αλλθλουχία anchor του oligo(dT) 
anchor χρθςιμεφει ςτθν προςταςίατθσ ουράσ κατά τθ διάρκεια τθσ ενίςχυςθσ με 
PCR. Μόλισ ςυντεκοφν τα first-strand cDNAs, είναι ςτακερά και μποροφν να 
χρθςιμοποιθκοφν για τον προςδιοριςμό τθσ κατάςταςθσ τθσ πολυ(Α) ουράσ 
οποιουδιποτε mRNA μζςα ςτο ςφνολο με μια απλι PCR (Salles et. al, 1999).   
 
 
 
 
Εικόνα 18: Δοκιμι RACE-PAT. Στο παράδειγμα, το ① απεικονίηει τθν κατάςταςθ πριν τθν 
πολυαδενυλίωςθ, ενϊ το ② τθν κατάςταςθ μετά τθν πολυαδενυλίωςθ, όπου το μικοσ τθσ ουράσ 
είναι μεγαλφτερο. Λόγω τθσ ικανότθτασ του ολιγο(dT) anchor να ξεκινιςει τθν αντίςτροφθ 
μεταγραφι από οποιοδιποτε ςθμείο κατά μικοσ τθσ ουράσ, τα αποτελζςματα εμφανίηονται ωσ 
smear. Το half-open/half-ﬁlled box αντιπροςωπεφειτον oligo(dT) anchor, ενϊ το diagonal hatched box 
τον message-speciﬁc primer. 
 
 
3) LM-PAT [Ligase-Mediated Poly(A) Test] 
 
Θ δοκιμι LM-PAT είναι μία τροποποίθςθ τθσ δοκιμισ RACE-PAT, που ζχει 
ςχεδιαςτεί ϊςτε να είναι πιο ευαίςκθτθ ςτισ μεταβολζσ του μικουσ τθσ πολυ(Α) 
ουράσ, ςτοχεφοντασ ειδικά τον ολιγο(dT) anchor ςτο 3’ άκρο τθσ πολυ(Α) ουράσ. Για 
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να επιτευχκεί αυτό, θ πολυ(Α) ουρά κορζνεται με φωςφορυλιωμζνα ολιγο(dT)12-18 
[p(dT)12-18+ ςτουσ 42°C, παρουςία τθσ DNA λιγάςθσ Τ4 (Εικόνα 19). Θ λιγάςθ ενϊνει 
τα φωςφορυλιωμζνα ολιγο(dT) μεταξφ τουσ, δθμιουργϊντασ ζνα insitu αντίγραφο 
ολιγο(dT) τθσ πολυ(Α) ουράσ. Σε μερικά μόρια RNA, το 5’ και/ι το 3’ άκρο τθσ πολυ 
(Α) ουράσ μζνει μθ ηευγαρωμζνο λόγω δυςμενοφσ υβριδοποίθςθσ με τα p(dT)12-18 
ςτουσ 42°C. Στθ ςυνζχεια, προςτίκεται ςτθν αντίδραςθ ο ολιγο(dT) anchor ςε μία 
πενταπλάςια μοριακι περίςςεια *πάνω από το p(dT)12-18+ και ακολουκεί μείωςθ τθσ 
κερμοκραςίασ, ευνοϊντασ τθν υβριδοποίθςθ του ολιγο(dT) anchor ςτα μθ 
ηευγαρωμζνα άκρα. Αυτόσ ο προςδεμζνοσ εκκινθτισ ςτθ ςυνζχεια χρθςιμοποιείται 
για να ξεκινιςει τθν αντίςτροφθ μεταγραφι του mRNA. Μόλισ ςυντεκοφν τα ﬁrst-
strand cDNAs, είναι ςτακερά και μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τον 
προςδιοριςμό τθσ κατάςταςθσ τθσ πολυ(Α) ουράσ οποιουδιποτε mRNA ενόσ 
δείγματοσ με μια απλι PCR. 
 
 
 
Εικόνα 19: Δοκιμι LM-PAT. Στο παράδειγμα, το ① απεικονίηει τθν κατάςταςθ πριν τθν 
πολυαδενυλίωςθ, ενϊ το ② τθν κατάςταςθ μετά τθν πολυαδενυλίωςθ, όπου το μικοσ τθσ ουράσ 
είναι μεγαλφτερο. Το cross hatched box αντιπροςωπεφει τα φωςφορυλιωμζνα ολιγο(dT), το half-
white/half-diagonally  hatched box αντιπροςωπεφει τον oligo(dT) anchor, το diagonal hatched box 
αντιπροςωπεφει τον message-speciﬁc primer.  
 
 
Στθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε θ δοκιμι LM-PAT, με ςκοπό να 
κακοριςτεί το μικοσ τθσ πολυ(Α) ουράσ των επιλεγμζνων mRNAs    EPHA7, ROBO2 
καιCYTH4    πριν και μετά τθν αποςιϊπθςθ των απαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, 
CNOT6L, CNOT7 και CNOT8. Τα ςυγκεκριμζνα μετάγραφα παρουςίαςαν αυξθμζνα 
επίπεδα ζκφραςθσ ςε κφτταρα καρκινϊματοσ εκ πλακωδϊν κυττάρων του 
πνεφμονα,ςτα οποία είχε γίνει ςίγθςθ των CNOT6 και CNOT6L. Αυτό ςθμαίνει ότι οι 
παράγοντεσ αυτοί μπορεί να αποτελοφν ςτόχοι των δφο απαδενυλαςϊν. Ζτςι, 
κζλοντασ να εξετάςουμε αν ιςχφει αυτό, και ταυτόχρονα να ελζγξουμε τθν 
επίδραςθ των υπόλοιπων απαδενυλαςϊν ςτθ ςτακερότθτα των mRNAs, 
επιχειριςαμε να εντοπίςουμε διαφορζσ ςτα μικθ των πολυ(Α) ουρϊν των mRNAs 
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ανάμεςα ςτα αποςιωπθμζνα κφτταρα και ςτα κφτταρα ςτα οποία δεν είχε γίνει 
αποςιϊπθςθ των απαδενυλαςϊν. 
 
Το πρωτόκολλο που ακολουκικθκε για τθ δοκιμι LM-PAT περιγράφεται ςτο 
κείμενο του ‘Assaying the Polyadenylation State of mRNAs’ (Salles et. al, 1999), το 
οποίο περιλαμβάνει τα εξισ βιματα: 
 
΢φνκεςθ cDNA 
 
1. Τοποκετοφμε 5 μl RNA από κάκε δείγμα (αποςιωπθμζνα κφτταρα και κφτταρα 
MockSH) κατάλλθλθσ ςυγκζντρωςθσ (ιδανικά 250 ng ολικοφ RNA) ςε 
αποςτειρωμζνο microfuge tube ελεφκερο ριβονουκλεαςϊν. 
2. Ρροςκζτουμε 2 μl p(dT)12-18 (10 ng/μl) ςε κάκε δείγμα RNA.  
3. Θερμαίνουμε ςτουσ 65°C για 10 min 
4. Μεταφζρουμε αμζςωσ τα tubes ςτουσ 42°C. Θ απευκείασ μεταφορά ςτουσ 42°C 
βοθκά ςτθν αποτροπι τθσυβριδοποίθςθσ των p(dT)12-18ςτο τζλοστθσ πολυ (Α) 
ουράσ. 
5. Ρροςκζτουμε 13 μl από το ακόλουκο προκερμαςμζνο (42°C) μίγμα και 
αναμιγνφουμε με πιπζτα: 
- 4 μl 5Χ ρυκμιςτικό τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ Primescript 
- 1 μl αναςτολείσ ριβονουκλεάςθσ (40 U/μl) 
- 4 μl DTT 0,05 Μ  
- 1 μl μίγμα dNTPs 10 mM 
- 1 μl ΑΤ΢ 10 mM (απαιτείται από τθν λιγάςθ) 
- 2 μl Τ4 DΝΑ λιγάςθ (10 WeissU/μl) (6-40 U)  
6. Επωάηουμε ςτουσ 42°C για 30 min. 
7. Στο τζλοσ τθσ επϊαςθσ, και όςο τα δείγματα είναι ςτουσ 42°C, προςκζτουμε 1 μl 
oligo(dT) anchor ςυγκζντρωςθσ 200 ng/μl. Κάνουμε vortex, spindown, και 
επωάηουμε ςτουσ 12°C για 2 ϊρεσ. 
8. Μεταφζρουμε τα δείγματα ςτουσ 42°C για 2 min (αντίδραςθ λιγάςθσ) 
9. Ρροςκζτουμε 0,5 μl αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ Primescript (10 U / ml). 
Κάνουμε vortex και επωάηουμε ςτουσ 42°C για 1 ϊρα. Θ κερμικι αδρανοποίθςθ 
τθσ αντίςτροφθσ μεταγραφάςθσ και τθσ λιγάςθσ γίνεται με επϊαςθ ςτουσ 65 ° C 
για 20 λεπτά. 
10. Θ ςφνκεςθ του cDNA ζχει πλζον ολοκλθρωκεί και το cDNA είναι ζτοιμο για 
ενίςχυςθ με PCR ι μπορεί να αποκθκευτεί ςτουσ -20°C. 
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PCR 
Με επακόλουκθ αντίδραςθ PCR ενιςχφουμε τα επιλεγμζνα μετάγραφα 
EPHA7, ROBO2 και CYTH4, χρθςιμοποιϊντασ εξειδικευμζνουσ εκκινθτζσ. Τα 
αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιοφνται είναι τα παρακάτω: 
 
- 5 μl 10Χ Kapa Taq PCR buffer  
- 1 μl dNTP mix 10 mM 
- 2 μl ολιγο (dT) anchor 200 ng/μl (Reverse primer) 
- 2 μl message-specific primer 25 pmol/μl (Forward primer) 
- 0,2 μl πολυμεράςθ Kapa Taq  
- 3 μl ΢ΑΤ cDNA  
- 36,8 μl H2O (ζωσ τελικό όγκο 50 μl)  
 
To κερμικό προφίλ του κερμοκυκλοποιθτι τθσ αντίδραςθσ PCR κακϊσ και οι 
αλλθλουχίεσ των message-specific primers που χρθςιμοποιικθκαν απεικονίηονται 
ςτουσ πίνακεσ 7 και 8. 
 
Πίνακασ 7. Θερμικό προφίλ ενίςχυςθσ των παραγόντων EPHA7, ROBO2, CYTH4. 
Σype of reaction Cycling conditions 
Initial denaturation 95oC, 3 min 
 
Amplification (x35cycles) 
95 oC, 30 sec 
55 oC (ι 50 oC), 45 sec* 
72 oC, 1 min 
 
Final extension72 oC,                                              7 min  
 
*Το Τa που χρθςιμοποιικθκε ςτθν αντίδραςθ ενίςχυςθσ των ROBO2 καιCYTH4 ιταν 55oC, 
ενϊ για τον EPHA7 ιταν 50oC, κακϊσ το Τm του είναι χαμθλότερο από το Τm των 
υπόλοιπων παραγόντων. 
 
 
Πίνακασ 8.Εκκινθτζσ των παραγόντων EPHA7, ROBO2, CYTH4, τα Τm αυτϊν και τα μεγζκθ των 
προϊόντων. 
 
mRNA Primer Sequence 5’->3’ Tm (oC) Product size (bp) 
ROBO2 GTACTTCAAATGAAACACCAT 52 339 
EPHA7 GTGTTTTTAAGACAATTA 42.3 382 
CYTH4 GTCACCTCATTGGTCCATG 56.7 247 
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Θ αλλθλουχία των φωςφορυλιωμζνων ολιγο(dT)12-18 (10 ng/μl) [p(dT)12-18+ και του 
οligo (dT) anchor (200 ng/ul) ιταν αντίςτοιχα οι εξισ: 
p(dT)12-18:  pTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
Oligo(dT) anchor:  5’-GGGGATCCGCGGTTTTTTTTTT-3’ 
 
 
Τλικά-Αντιδραςτιρια 
 Reverse transcriptase Primescript (Takara) 
 RT Buffer 5x (Takara) 
 T4 DNA ligase 
 10x PCR buffer (100 mM Tris–HCl, pH 9.0, 500 mM KCl, 1% Triton X-100, 15 
mM MgCl2)  (Kapa) 
 Taq polymerase (Kapa) 
 
 
3.7 Ηλεκτροφόρηςη των προΰόντων τησ  PCR (LM-PAT) ςε πηκτή 
αγαρόζησ 
 
Θ θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ PCR του LM-PAT πραγματοποιικθκε  
ςε πθκτι αγαρόηθσ υψθλισ ανάλυςθσ (high resolution agarose) 2,5%. Ωσ ρυκμιςτικό 
διάλυμα χρθςιμοποιικθκε το διάλυμα TBE 1X*, με εφαρμογι θλεκτρικοφ πεδίου 
60V και παρακολοφκθςθ των χρωςτικϊν που ενυπάρχουν ςτο loading buffer. 
 
*Σθμείωςθ: 
Χρθςιμοποιοφμε TBE αντί ΤΑΕ γιατί: 
-Το TBE (Tris-borate-EDTA) είναι καλφτερο αγϊγιμο μζςο ςε ςφγκριςθ με το TAE 
(Tris-acetate-EDTA), οπότε είναι λιγότερο επιρρεπζσ ςτθν υπερκζρμανςθ και  
χρθςιμοποιείται  για μεγάλεσ διαδρομζσ.  
-Το TBE δίνει καλφτερθ ανάλυςθ μπάντασ DNA ςε θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι 
αγαρόηθσ ςε ςφγκριςθ με το TAE. 
 
 
Τλικά-Αντιδραςτιρια 
 TBE 10X: Tris base 121,14 g/mol, βορικό οξφ 61,83 g/mol, EDTA 0,5M pH=8 
 Loading buffer 6x: Bromophenol Blue 0,09%, Xylene Cyanol 0,09%, Γλυκερόλθ 
60%, EDTA 60 mM 
 Αγαρόηθ (Sigma) 
 DNA μοριακόσ μάρτυρασ GeneRuler 1 kb Plus (Thermo Fischer)  
 DNA μοριακόσμάρτυρασ RTU 1 kb (GeneDireX) 
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 Midori Green DNA stain (Nippon Genetics) 
 Bromophenolblue (Research Organics) 
 Xylene Cyanol (Μerck) 
 Γλυκερόλθ(Panreac) 
 ΕDTA (Merck) 
 Tris (Merck) 
 Βορικό οξφ (Μerck) 
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4. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 
 
4.1 Έλεγχοσ τησ αποςιώπηςησ των απαδενυλαςών PARN, CNOT6, 
CNOT6L, CNOT7 και CNOT8, με ποςοτική RT-PCR (qPCR) 
 
Αρχικά, ζγινε διαμόλυνςθ καρκινικϊν κφτταρων NCI-H520 με shRNAs ζναντι 
των απαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, CNOT6L, CNOT7 και CNOT8. Για κάκε 
απαδενυλάςθ χρθςιμοποιικθκαν τρία διαφορετικά shRNA. Το ςχετικό πρωτόκολλο 
διαμόλυνςθσ περιγράφεται ςτθν ενότθτα 3.3. Θ επιλογι των κυττάρων που ζλαβαν 
το πλαςμίδιο ζγινε με πουρομυκίνθ και θ ςυλλογι τουσ ζγινε 48 ϊρεσ μετά τθ 
διαμόλυνςθ, ικανό χρονικό διάςτθμα για να επιτφχουμε τθ μζγιςτθ αποςιϊπθςθ. 
Ωσ μάρτυρεσ τθσ αποτελεςματικότθτασ και τθσ εξειδίκευςθσ τθσ διαδικαςίασ τθσ 
διαμόλυνςθσ χρθςιμοποιικθκαν, εκτόσ από κφτταρα φυςικοφ τφπου (WT), κφτταρα 
που διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα που ζφερε μια εξειδικευμζνθ 
αλλθλουχία shRNA, θ οποία δεν ζχει ομολογία προσ κανζνα γνωςτό mRNA 
κθλαςτικϊν (mock shRNA, MSH), ϊςτε να αποκλειςτεί το ενδεχόμενο οι όποιεσ 
μεταβολζσ ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των απαδενυλαςϊν να οφείλονται ςτθν 
διαδικαςία τθσ διαμόλυνςθσ κακ’ αυτι.  Ακολοφκθςε θ ςυλλογι των κφτταρων NCI-
H520 και θ απομόνωςθ ολικοφ RNA, ςφμφωνα με το πρωτόκολλο που περιγράφεται 
ςτθν ενότθτα 3.4. 
Ζπειτα, προκειμζνου να γίνει ανίχνευςθ των επιπζδων ζκφραςθσ των 
απαδενυλαςϊν και κατ’ επζκταςθ να ελεγχκεί εάν θ αποςιϊπθςθ των ενηφμων ιταν 
επιτυχισ, εφαρμόςτθκε ςυγκριτικι ποςοτικι RealTime PCR (Comparative qRT-PCR), 
όπου ενιςχφκθκαν τα mRNAs τωναπαδενυλαςϊν αυτϊν. Θ μεταβολι ςτα επίπεδα 
ζκφραςθσ των mRNAs κανονικοποιικθκε με το πρότυπο ζκφραςισ τουσ ςτα 
κφτταρα MSH, ςτα οποία δεν παρατθρικθκε ςθμαντικι αλλαγι ςε ςχζςθ με τα 
κφτταρα WT. Ωσ γονίδιο αναφοράσ χρθςιμοποιικθκε το γονίδιο τθσ β-ακτίνθσ. Θ 
ανάλυςθ των δεδομζνων μετά τθν ενίςχυςθ των δειγμάτων ζγινε με τθ βοικεια του 
προγράμματοσ ΜxPro.  
Στισ εικόνεσ που ακολουκοφν φαίνεται ότι τα επίπεδα ζκφραςθσ τθσ κάκε 
απαδενυλάςθσ είναι μειωμζνα, μετά από τθν αποςιϊπθςι τθσ με τθ χριςθ των 
shRNAs, ςε ςφγκριςθ με τα κφτταρα MockSH. 
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Αποςιϊπθςθ τθσ PARN 
 
Εικόνα 20: Επίπεδα ζκφραςθσ τθσ PARN, μετά από αποςιϊπθςθ τθσ PARN, ςε κφτταρα NCI-H520 
διαμολυςμζνα με shRNAs ζναντι αυτισ (PARN), ςε ςφγκριςθ με τα επίπεδα ζκφραςισ τθσ ςε κφτταρα 
που διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα που ζφερε αλλθλουχία shRNA, θ οποία δεν ζχει 
ομολογία προσ κανζνα γνωςτό γονίδιο των κθλαςτικϊν, MockSH (MSH), τα οποία ανακτικθκαν από 
το διάγραμμα Relative Quantitive Chart.  
 
 
 
 
MSH                                 PARN 
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Εικόνα 21: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ PARN: καμπφλθ ενίςχυςθσ φκοριςμοφ (Amplification Plot). Οι 
καμπφλεσ με Ct=26 αντιςτοιχοφν ςε προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, ενϊ οι καμπφλεσ με Ct=30 αντιςτοιχοφν 
ςε προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ PARN. 
 
 
 
 
Εικόνα 22: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ PARN: διάγραμμα διάςταςθσ ςιματοσ φκοριςμοφ (Dissociation 
Curve). H καμπφλθ με μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςτθ κερμοκραςία 82
ο
C αντιπροςωπεφει τα 
προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ PARN, ενϊ θ δεφτερθ καμπφλθ με 
μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςτθ κερμοκραςία 87
ο
C, αντιςτοιχεί ςε προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, θ οποία 
χρθςιμοποιικθκε ωσ εςωτερικόσ μάρτυρασ. Οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ μικρότερεσ των 75
 ο
C 
αντιςτοιχοφν ςε μθ ειδικά προϊόντα. 
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Αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6-LIKE 
 
 
 
Εικόνα 23: Επίπεδα ζκφραςθσ τθσ CNOT6L, μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L, ςε κφτταρα NCI-H520 
διαμολυςμζνα με shRNAs ζναντι αυτισ (CNOT6L), ςε ςφγκριςθ με τα επίπεδα ζκφραςισ τθσ ςε 
κφτταρα που διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα που ζφερε αλλθλουχία shRNA, θ οποία δεν ζχει 
ομολογία προσ κανζνα γνωςτό γονίδιο των κθλαςτικϊν, MockSH (MSH), τα οποία ανακτικθκαν από 
το διάγραμμα Relative Quantitive Chart. 
 
 
 
 
Εικόνα 24: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ CNOT6-LIKE: καμπφλθ ενίςχυςθσ φκοριςμοφ (Amplification Plot). 
Οι καμπφλεσ με Ct=18 αντιςτοιχοφν ςε προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, ενϊ οι καμπφλεσ με Ct=28 
αντιςτοιχοφν ςε προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L. 
 
 
MSH                          CNOT6L 
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Εικόνα 25: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ CNOT6-LIKE: διάγραμμα διάςταςθσ ςιματοσ φκοριςμοφ 
(Dissociation Curve). H καμπφλθ με μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςε κερμοκραςία 81
ο
C 
αντιπροςωπεφει τα προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6L, ενϊ θ 
δεφτερθ καμπφλθ με μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςε κερμοκραςία 87
ο
C, αντιςτοιχεί ςτα προϊόντα τθσ 
β-ακτίνθσ, θ οποία χρθςιμοποιικθκε ωσ εςωτερικόσ μάρτυρασ. Οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ 
μικρότερεσ των 75
 ο
C αντιςτοιχοφν ςε μθ ειδικά προϊόντα, ενϊ οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ 
μεγαλφτερεσ των 80
ο
C αντιςτοιχοφν ςε ειδικά  προϊόντα τθσ PCR. 
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Αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6 
 
 
 
 
Εικόνα 26: Επίπεδα ζκφραςθσ τθσ CNOT6, μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6, ςε κφτταρα NCI-H520 
διαμολυςμζνα με shRNAs (CNOT6), ςε ςφγκριςθ με τα επίπεδα ζκφραςισ τθσ ςε κφτταρα που 
διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα που ζφερε αλλθλουχία shRNA, θ οποία δεν ζχει ομολογία 
προσ κανζνα γνωςτό γονίδιο των κθλαςτικϊν, MockSH (MSH), τα οποία ανακτικθκαν από το 
διάγραμμα Relative Quantitive Chart. 
 
 
 
Εικόνα 27: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ CNOT6: καμπφλθ ενίςχυςθσ φκοριςμοφ (Amplification Plot). Οι 
καμπφλεσ με Ct=26 αντιςτοιχοφν ςε προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, ενϊ οι καμπφλεσ με Ct=28 αντιςτοιχοφν 
ςε προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6. 
 
MSH                           CNOT6 
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Εικόνα 28: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ CNOT6: διάγραμμα διάςταςθσ ςιματοσ φκοριςμοφ (Dissociation 
Curve). H καμπφλθ με μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςε κερμοκραςία 82
ο
C αντιπροςωπεφει τα 
προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ CNOT6, ενϊ θ δεφτερθ καμπφλθ με 
μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςε κερμοκραςία 87
ο
C, αντιςτοιχεί ςτα προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, θ οποία 
χρθςιμοποιικθκε ωσ εςωτερικόσ μάρτυρασ. Οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ μικρότερεσ των 75
 ο
C 
αντιςτοιχοφν ςε μθ ειδικά προϊόντα, ενϊ οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ μεγαλφτερεσ των 80
ο
C 
αντιςτοιχοφν ςε ειδικά  προϊόντα τθσ PCR. 
 
Αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7 
  
 
Εικόνα 29: Επίπεδα ζκφραςθσ τθσ CNOT7, μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7, ςε κφτταρα NCI-H520 
διαμολυςμζνα με shRNAs (CNOT7), ςε ςφγκριςθ με τα επίπεδα ζκφραςισ τθσ ςε κφτταρα που 
διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα που ζφερε αλλθλουχία shRNA, θ οποία δεν ζχει ομολογία 
προσ κανζνα γνωςτό γονίδιο των κθλαςτικϊν, MockSH (MSH), τα οποία ανακτικθκαν από το 
διάγραμμα Relative Quantitive Chart. 
MSH                           CNOT7 
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Εικόνα 30: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ CNOT7: καμπφλθ ενίςχυςθσ φκοριςμοφ (Amplification Plot). Οι 
καμπφλεσ με Ct=27 αντιςτοιχοφν ςε προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, ενϊ οι καμπφλεσ με Ct=25 αντιςτοιχοφν 
ςε προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7. 
 
 
 
Εικόνα 31: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ CNOT7: διάγραμμα διάςταςθσ ςιματοσ φκοριςμοφ (Dissociation 
Curve). H καμπφλθ με μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςε κερμοκραςία 82
ο
C αντιπροςωπεφει τα 
προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ CNOT7, ενϊ θ δεφτερθ καμπφλθ με 
μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςε κερμοκραςία 86
ο
C, αντιςτοιχεί ςτα προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, θ οποία 
χρθςιμοποιικθκε ωσ εςωτερικόσ μάρτυρασ. Οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ μικρότερεσ των 75
 ο
C 
αντιςτοιχοφν ςε μθ ειδικά προϊόντα, ενϊ οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ μεγαλφτερεσ των 80
ο
C 
αντιςτοιχοφν ςε ειδικά  προϊόντα τθσ PCR. 
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Αποςιϊπθςθ τθσCNOT8 
 
 
 
Εικόνα 32: Επίπεδα ζκφραςθσ τθσ CNOT8, μετά από αποςιϊπθςθ τθσ CNOT8, ςε κφτταρα NCI-H520 
διαμολυςμζνα με shRNAs (CNOT8), ςε ςφγκριςθ με τα επίπεδα ζκφραςισ τθσ ςε κφτταρα που 
διαμολφνκθκαν με πλαςμιδιακό φορζα που ζφερε αλλθλουχία shRNA, θ οποία δεν ζχει ομολογία 
προσ κανζνα γνωςτό γονίδιο των κθλαςτικϊν, MockSH (MSH), τα οποία ανακτικθκαν από το 
διάγραμμα Relative Quantitive Chart. 
 
 
 
Εικόνα 33: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ CNOT8: καμπφλθ ενίςχυςθσ φκοριςμοφ (Amplification Plot). Οι 
καμπφλεσ με Ct=22 αντιςτοιχοφν ςε προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, ενϊ οι καμπφλεσ με Ct=34 αντιςτοιχοφν 
ςε προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ CNOT8. 
 MSH                            CNOT8 
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Εικόνα 34: Ζλεγχοσ αποςιϊπθςθσ CNOT8: διάγραμμα διάςταςθσ ςιματοσ φκοριςμοφ (Dissociation 
Curve). H καμπφλθ με μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςε κερμοκραςία 84
ο
C αντιπροςωπεφει τα 
προϊόντα από τα κφτταρα ςτα οποία ζγινε αποςιϊπθςθ τθσ CNOT8, ενϊ θ δεφτερθ καμπφλθ με 
μζγιςτθ ζνταςθ φκοριςμοφ ςε κερμοκραςία 87
ο
C, αντιςτοιχεί ςτα προϊόντα τθσ β-ακτίνθσ, θ οποία 
χρθςιμοποιικθκε ωσ εςωτερικόσ μάρτυρασ. Οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ μικρότερεσ των 75
 ο
C 
αντιςτοιχοφν ςε μθ ειδικά προϊόντα, ενϊ οι κορυφζσ ςε κερμοκραςίεσ μεγαλφτερεσ των 80
ο
C 
αντιςτοιχοφν ςε ειδικά  προϊόντα τθσ PCR. 
 
 
4.2 Επίδραςη τησ αποςιώπηςησ των απαδενυλαςών PARN, CNOT6, 
CNOT6L, CNOT7 και CNOT8 ςτο μήκοσ των πολυ(Α) ουρών των 
μεταγράφων EPHA7, ROBO2, CYTH4 
 
 Μετά τθν επιβεβαίωςθ τθσ αποςιϊπθςθσ των απαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, 
CNOT6L, CNOT7 και CNOT8, ακολοφκθςε ο προςδιοριςμόσ τθσ κατάςταςθσ 
πολυαδενυλίωςθστων επιλεγμζνων μεταγράφων EPHA7, ROBO2 και CYTH4, με τθ 
δοκιμι LM-PAT,  τόςο ςε αποςιωπθμζνα κφτταρα NCI-H520, όςο και ςε κφτταρα 
MockSH (μθ αποςιωπθμζνα). Θ δοκιμι LM-PAT περιλαμβάνει τθ ςφνκεςθ cDNA από 
το ολικό RNA των κυττάρων,με τθ βοικεια ενόσ εκκινθτι ολιγο(dT) που ςτοχεφει 
ειδικά ςτο 3’ άκρο τθσ πολυ(Α) ουράσ, και τθν επακόλουκθ ενίςχυςθ των υπό 
μελζτθ μεταγράφων με τθ μζκοδο τθσ PCR.Τα πρωτόκολλα που χρθςιμοποιικθκαν 
για τθ ςφνκεςθ του cDNA και τθν PCR περιγράφονται ςτθν ενότθτα 3.6. 
 Στθ ςυνζχεια, πραγματοποιικθκε θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ PCR, 
ςε πθκτι αγαρόηθσ υψθλισ ανάλυςθσ  2,5%. Ραρακάτω παρατίκενται οι εικόνεσ των 
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θλεκτροφοριςεων. Σε ςυγκεκριμζνα μετάγραφα βλζπουμε πωσ υπάρχουν εμφανείσ 
διαφορζσ μεταξφ των κυττάρων που ζχουν υποςτεί αποςιϊπθςθ και των MSH. 
 Να ςθμειωκεί ότι ςε κάκε αποςιϊπθςθ θ ςφγκριςθ γίνεται με ςυγκεκριμζνο 
MockSH (ςφμφωνα με τθ διάταξθ κάκε εικόνασ), γιατί ζχουν προκφψει από 
διαφορετικά πειράματα αποςιϊπθςθσ. 
 Επίςθσ, τα κόκκινα βζλθ και οι γραμμζσ που υπάρχουν ςτισ εικόνεσ που 
ακολουκοφν απεικονίηουν αλλαγζσ ςτθν πολυ(Α) ουρά των μεταγράφων. 
 
 
ROBO2 (product size: 339 bp) 
 
 
 
Εικόνα 35: Δοκιμι LM-PAT για το μετάγραφο ROBO2 ςε κφτταρα NCI-H520 μετά από αποςιϊπθςθ 
κακε μιάσ από τισ απαδενυλάςεσ PARN, CNOT6, CNOT7, CNOT8 (shPARN, shCNOT6, shCNOT7, 
shCNOT8) και ςε κφτταρα που δεν είχαν υποςτεί αποςιϊπθςθ (κφτταρα MockSH). Οι κόκκινεσ 
αγκφλεσ υποδεικνφουν πολυ(Α) ουρζσ. 
 
 
 
 
ROBO2: 
Πςον αφορά παράγοντα ROBO2, ιδθ γνωρίηουμε από προκαταρτικά 
πειράματα μικροςυςτοιχιϊν του εργαςτθρίου που προθγικθκαν ότι επθρεάηεται 
από τθν απαδενυλάςθ CNOT6 (Μαραγκοηίδθσ Ρ, 2016). Θ ανάλυςθ με τθν τεχνικι 
LM-PAT ζδειξε ότι εκτόσ από αυτι, επθρεάηεται και από τθν απαδενυλάςθ CNOT7, 
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κακϊσ παρατθροφμε διαφοροποίθςθ ςτθν κατανομι τθσ πολυ(Α) ουράσ του 
μεταγράφου ςτα αποςιωπθμζνα κφτταρα (shCNOT7) ςε ςφγκριςθ με τα κφτταρα 
MockSH (Εικόνα 35). 
 
 
CYTH4  (product size: 247 bp) 
 
 
 
Εικόνα 36: Δοκιμι LM-PAT για το μετάγραφο CYTH4 ςε κφτταρα NCI-H520 μετά από αποςιϊπθςθ 
κακε μιάσ από τισ απαδενυλάςεσ PARN, CNOT6, CNOT6L, CNOT7, CNOT8 (shPARN, shCNOT6, sh 
CNOT6L, shCNOT7, shCNOT8) και ςε κφτταρα που δεν είχαν υποςτεί αποςιϊπθςθ (κφτταρα MockSH). 
Οι κόκκινεσ αγκφλεσ και τα βζλθ υποδεικνφουν πολυ(Α) ουρζσ. 
 
CYTH4: 
Πςον αφορά τον παράγοντα CYTH4, γνωρίηουμε από προκαταρτικά 
πειράματα μικροςυςτοιχιϊν του εργαςτθρίου που προθγικθκαν ότι επθρεάηεται 
από τθν απαδενυλάςθ CNOT6L (Μαραγκοηίδθσ Ρ, 2016). Θ ανάλυςθ με τθν τεχνικι 
LM-PAT ζδειξε ότι εκτόσ από αυτι, επθρεάηεται και από άλλεσ απαδενυλάςεσ. Ριο 
ςυγκεκριμζνα μποροφμε να δοφμε ότι επθρεάηεται από τισ απαδενυλάςεσ CNOT8, 
CNOT7 και CNOT6, γιατί παρατθροφμε ότι κακορίηουν με διαφορετικό τρόπο τθν 
κατανομι τθσ πολυ(Α) ουράσ του CYTH4 (Εικόνα 36). 
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EPHA7 (product size: 382 bp) 
 
 
 
 
Εικόνα 37: Δοκιμι LM-PAT για το μετάγραφο EPHA7 ςε κφτταρα NCI-H520 μετά από αποςιϊπθςθ 
κακε μιάσ από τισ  απαδενυλάςεσ PARN, CNOT6, CNOT6L, CNOT7, CNOT8 (shPARN, shCNOT6, sh 
CNOT6L, shCNOT7, shCNOT8) και ςε κφτταρα που δεν είχαν υποςτεί αποςιϊπθςθ (κφτταρα MockSH). 
Οι κόκκινεσ αγκφλεσ υποδεικνφουν πολυ(Α) ουρζσ. 
 
EPHA7: 
 Ο παράγοντασ EPHA7 γνωρίηουμε από τα πειράματα μικροςυςτοιχιϊν ότι 
επθρεάηεται από τθν απαδενυλάςθ CNOT6. Πςον αφορά, όμωσ, από τθν ανάλυςθ 
τθσ κατάςταςθσ πολυαδενυλίωςθσ με τθν τεχνικι LM-PAT για τον παράγοντα 
EPHA7, δεν παρατθροφμε ιδιαίτερεσ αλλαγζσ ςτθν κατανομι των πολυ(Α) ουρϊν 
μεταξφ των κυττάρων ςτα οποία ζχει γίνει αποςιϊπθςθ των απαδενυλαςϊν και ςτα 
κφτταρα ΜοckSH (Εικόνα 37), οπότε δεν μποροφμε να εξάγουμε ςυμπζραςμα για το 
αν οι υπόλοιπεσ απαδενυλάςεσ επθρεάηουν το ςυγκεκριμζνο παράγοντα.  
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:49:43 EET - 137.108.70.7
71 
 
5.΢ΤΖΗΣΗ΢Η-ΑΞΙΟΛΟΓΗ΢Η ΣΨΝ ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΨΝ 
 
Ζνα από τα γνωρίςματα που χαρακτθρίηουν τον καρκίνο αποτελεί θ 
απορρφκμιςθ τθσ αποικοδόμθςθσ του mRNA. Μειωμζνθ αποικοδόμθςθ ογκογόνων 
mRNA μπορεί να οδθγιςει ςε αυξθμζνθ ςτακερότθτα ογκογόνων μεταγράφων, ενϊ 
αυξθμζνθ αποικοδόμθςθ ογκοκαταςταλτικϊν mRNA μπορεί να οδθγιςει ςε 
μειωμζνα επίπεδα ογκοκαταςταλτικϊν προϊόντων. Ρρϊτο και κακοριςτικό βιμα 
ςτθν αποικοδόμθςθ  του mRNA  είναι θ βράχυνςθ τθσ πολυ(Α) ουράσ που υπάρχει 
ςτο 3’ άκρο του, μια διαδικαςία που ονομάηεται απαδενυλίωςθ και καταλφεται από 
τα ζνηυμα απαδενυλάςεσ. Επομζνωσ, τα ζνηυμα αυτά είναι πικανόν ςθμαντικοί 
παράγοντεσ ςτθ διαδικαςία τθσ ογκογζνεςθσ. 
Μελζτεσ πάνω ςτο βιολογικό ρόλο των απαδενυλαςϊν ςτθν καρκινογζνεςθ 
του πνεφμονα ζχουν ιδθ πραγματοποιθκεί. Κάποιεσ από αυτζσ ζχουν δείξει ότι τα 
επίπεδα ζκφραςθσ πολλϊν απαδενυλαςϊν είναι διαφοροποιθμζνα ςε δείγματα 
αςκενϊν με καρκίνο του πνεφμονα, ςε ςφγκριςθ με μθ πακολογικά δείγματα. 
Επίςθσ ςτοιχεία δείχνουν τθν εμπλοκι πολλϊν απαδενυλαςϊν ςτθν εκδιλωςθ 
οξείασ λευχαιμίασ. 
Στθν παροφςα εργαςία γίνεται μια προςπάκεια να μελετθκεί περαιτζρω ο 
ρόλοσ των απαδενυλαςϊν ςτον καρκίνο του πνεφμονα. Συγκεκριμζνα, μελετικθκε θ 
επίδραςθ των απαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, CNOT6-LIKE, CNOT7 και CNOT8 ςτα 
επιλεγμζνα mRNAs των παραγόντων Ephrin type-A receptor 7 (EPHA7), Roundabout 
Guidance Receptor 2 (ROBO2),  Cytohesin-4 (CYTH4). Θ επιλογι των παραγόντων 
βαςίςτθκε ςε ανάλυςθ δεδομζνων μικροςυςτοιχιϊν του εργαςτθρίου. Μετά από 
αποςιϊπθςθ των απαδενυλαςϊν CNOT6 και CNOT6-LIKE, βρζκθκε ότι εμφανίηουν 
αυξθμζνα επίπεδα ζκφραςθσ ςε δείγματα από καρκίνωμα εκ πλακωδϊν κυττάρων 
του πνεφμονα (κυτταρικι ςειρά NCI-H520), οπότε πικανϊσ να ελζγχονται ειδικά από 
αυτζσ. Για να ελεγχκεί αυτό, ζγινε αποςιϊπθςθ των απαδενυλαςϊν PARN, CNOT6, 
CNOT6L, CNOT7 KAI CNOT8 ςε ΝCΙ-Θ520 κφτταρα, που αποτελοφν κυτταρικι ςειρά 
από καρκίνωμα εκ πλακωδϊν κυττάρων του πνεφμονα, με τθ χριςθ πλαςμιδιακοφ 
φορζα, ο οποίοσ φζρει αλλθλουχία που κωδικοποιεί shRNAs ζναντι των 
ςυγκεκριμζνων απαδενυλαςϊν, και ςε κφτταρα διαμολυςμζνα με πλαςμιδιακό 
φορζα που ζφερε μια εξειδικευμζνθ αλλθλουχία shRNA, θ οποία δεν ζχει ομολογία 
προσ κανζνα γνωςτό γονίδιο των κθλαςτικϊν (MSH). Θ επιτυχία τθσ αποςιϊπθςθσ 
επιβεβαιϊκθκε με ποςοτικι Real Time PCR, ςυγκρίνοντασ τα επίπεδα ζκφραςθσ των 
απαδενυλαςϊν ανάμεςα ςε κφτταρα NCI-H520 που διαμολφνκθκαν με shRNAs και 
ςε κφτταρα NCI-H520 MSH. Ακολοφκθςε ςφγκριςθ του μικουσ των πολυ(Α) ουρϊν 
επιλεγμζνων mRNAs, με τθ τεχνικι LM-PAT, ςτα διαμολυςμζνα κφτταρα. 
Τα αποτελζςματα τθσ παροφςθσ εργαςίασ ζδειξαν ότι οι απαδενυλάςεσ 
επθρζαςαν με διαφορετικό τρόπο το μικοσ των πολυ(Α) ουρϊν των επιλεγμζνων 
mRNAs. Για παράδειγμα, ο παράγοντασ ROBO2  επθρεάςτθκε τόςο από τθν CNOT6, 
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όςο και από τθν CNOT7, γεγονόσ που δείχνει ότι υπάρχει διαφοροποίθςθ από τα 
δεδομζνα των μικροςυςτοιχιϊν. Ρικανόν, περιςςότερεσ απαδενυλάςεσ ελζγχουν τθ 
ςτακερότθτα ενόσ mRNA, λειτουργϊντασ ςυμπλθρωματικά μεταξφ τουσ, ϊςτε να 
εξαςφαλιςκεί θ αποτελεςματικι αποικοδόμθςθ του mRNA. Πςον αφορά ςτθν 
περίπτωςθ όπου ζνα μετάγραφο επθρεάηεται από μία απαδενυλάςθ, κα πρζπει να 
εξεταςτεί ο ρόλοσ και άλλων παραγόντων που ελζγχουν τθ δραςτικότθτα του 
ενηφμου, όπωσ πρωτεΐνεσ ι ρυκμιςτικά μόρια. Με δεδομζνθ τθ ςθμαςία τθσ 
πολυ(Α) ουράσ ςτθ ςτακερότθτα του mRNA. Τα αποτελζςματα αυτισ τθσ μελζτθσ 
εμπλουτίηουν τθν εικόνα του ρόλου των αποαδενυλαςϊν ςτθν πακογζνεια 
ςθμαντικϊν νοςθμάτων όπωσ ο καρκίνοσ του πνεφμονα. Είναι απαραίτθτθ θ 
πραγματοποίθςθ περαιτζρω μελετϊν οι οποίεσ κα αποςαφθνίςουν τθν 
εξειδικευμζνθ δράςθ των απαδενυλαςϊν ςτα mRNA-ςτόχουσ τουσ, όπωσ για 
παράδειγμα ο προςδιοριςμόσ τθσ ςτακερότθτασ και χρόνου ηωισ των mRNA. 
Επίςθσ, θ τροποποίθςθ/βελτίωςθ του πρωτοκόλλου, θ εξζταςθ περιςςοτζρων 
μεταγράφων, κακϊσ και θ χριςθ νζων πειραματικϊν προςεγγίςεων κα μποροφςαν 
να προςκζςουν περιςςότερεσ πλθροφορίεσ και να βελτιϊςουν τθν εικόνα του 
ρόλου των ενηφμων αυτϊν ςτον καρκίνο και τθ ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ.  
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